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1. Einleitung 
Wie wehren sich Pflanzen gegen Krankheitserreger? Diese Frage ist für den 
Phytopathologen ein zentrales Thema (Heath 1991; Panstruga 2010), stößt aber 
auch bei Schülerinnen und Schülern (SuS)auf Interesse und kann daher auch im 
Biologieunterricht in der Schule thematisiert werden. Jedoch existieren zu dieser 
Thematik bisher nur wenige Unterrichtsmaterialien.  
Generell sind die meisten Pflanzen gegen die Mehrheit potentieller Pathogene 
resistent (Dangl & Jones 2001; Schulze-Lefert & Panstruga 2011). Werden 
Nutzpflanzen von Schaderregern befallen, so kann dies zu erheblichen 
Ernteverlusten führen und die Ernährungsgrundlage vieler Menschen bedrohen 
(Strange & Scott 2005). Zur langfristigen Sicherung der Nahrungsversorgung 
einer stetig zunehmenden Weltbevölkerung ist ein effizienter und nachhaltiger 
Anbau wichtiger Nutzpflanzen, wie Reis, Weizen, Gerste, Mais, Kartoffel, Soja, 
Baumwolle und Kaffee notwendig (Oerke & Dehne 1997, 2004). Da für die 
landwirtschaftliche Nutzung brauchbares Land nur begrenzt zur Verfügung steht 
und die meisten Böden mit hohem Ertragspotential bereits bewirtschaftet werden, 
ist eine Ertragsteigerung nur auf der vorhandenen Fläche möglich (Oerke & 
Dehne 2004). Dies kann durch den Einsatz von Pflanzenschutzmaßnahmen 
geschehen, wie z.B. Applikation von Fungiziden oder durch Entwicklung und 
Anbau neuer resistenter und ertragreicherer Pflanzensorten (Oerke & Dehne 
2004; Strange & Scott 2005). Da Fungizidresistenzen bei Pathogenen im Feld 
weltweit zunehmen (Ishii 2006), erscheint der Anbau neuer Pflanzensorten mit 
Resistenzeigenschaften, die von Pathogenen im Feld nicht überwunden werden 
können, nachhaltiger zu sein. Ein grundlegendes Verständnis von 
Infektionsmechanismen der Pathogene und von Abwehrstrategien der Pflanzen 
sind Vorraussetzungen, um solche resistenten Pflanzensorten erzeugen zu 
können (Panstruga 2010). 
Neben der wissenschaflichen Erforschung von Krankheitsresistenzen bei Pflanzen 
erscheint es sinnvoll, SuS auf diese aktuelle Thematik aufmerksam zu machen 
und ihnen anschlussfähiges Grundlagenwissen im Bereich der modernen 
Pflanzenzüchtung und Pflanzenschutzmaßnahmen zu vermitteln. Im Unterricht 
kann dies in der Qualifikationsphase unter dem Leitthema „Ökologische 
Verflechtungen und nachhaltige Nutzung“ geschehen, in dem bereits als 
möglicher Lernkontext mit Anwendungsbezug die Aspekte Welternährung und 
landwirtschaftliche Produktion behandelt werden. Alternativ kann unter dem 
obligatorischen Leitthema „Evolution der Vielfalt des Lebens“ im Kontext 
„Züchtung und Bedeutung von Kulturpflanzen, Nutz- und Haustieren“ die 
Züchtung von krankheitsresistenten Kulturpflanzen sowie Selektions- bzw. 
Anpassungsprozesse auf der Seite der Krankheitserreger thematisiert werden. 
Der Forderung in den Richtlinien und Lehrplänen des Landes Nordrheinwestfalen 
für die Sekundarstufe II (Ministerium für Schule und Weiterbildung, Wissenschaft 
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und Forschung des Landes NRW, 1999) nach der Vermittlung eines 
tiefergehenden biologischen Grundlagenwissens kann so an verschiedenen Stellen 
im Unterricht der gymnasialen Oberstufe nachgekommen werden. Ein breites 
Verständnis für moderne Pflanzenzüchtung leistet außerdem einen Beitrag zur 
Entwicklung einer naturwissenschaftlichen Grundbildung bei den Schülerinnen 
und Schülern, die als ein wichtiger Teil der Allgemeinbildung und der 
Lebensplanung angesehen wird (Ministerium für Schule und Weiterbildung, 
Wissenschaft und Forschung des Landes NRW, 1999; Kultusministerkonferenz, 
2004). Im englischen Sprachraum wird der Begiff der „Scientific Literacy“ 
(Prenzel et al. 2001; Kattmann 2003) verwendet. „Scientific Literacy“ umfasst 
dabei nicht nur den Erwerb von fachlichem Wissen, sondern auch die Ausbildung 
von Kompetenzen im Bereich Handeln und Bewerten (Spörhase-Eichmann 2010). 
Als Kompetenzen werden in den „Einheitlichen Prüfungsanforderungen in der 
Abiturprüfung“ (EPA) (Kultusministerkonferenz, 2004) allgemein die verfügbaren 
oder erlernbaren kognitiven Fähigkeiten und Fertigkeiten verstanden, die benötigt 
werden um bestimmte Probleme zu lösen, und die damit verbundenen 
Bereitschaften und Fähigkeiten, Problemlösungen verantwortungsvoll zu nutzen. 
Dabei wird Kompetenz als eine Disposition verstanden, die Personen befähigt, 
konkrete Anforderungssituationen zu bewältigen (Kultusministerkonferenz, 2004). 
Eine derartige naturwissenschaftliche Grundbildung soll es den SuS ermöglichen, 
an einer durch Naturwissenschaft und Technik geprägten Lebenswelt teilnehmen 
zu können (Spörhase-Eichmann & Ruppert 2010).  
Für den Biologie-Unterricht in der gymnasialen Oberstufe bedeutet dies, dass er 
zunehmend auf den handelnden Umgang mit Wissen und die Entwicklung von 
Kompetenzen in verschiedenen Bereichen (siehe dazu 1.3) ausgerichtet wird. Um 
den Unterricht in dieser Weise zu gestalten, eignen sich die Prinzipien der 
Problemorientierung und der Kontextorientierung. In einem problemorientierten 
Unterricht können die SuS an aktuelle wissenschaftliche Fragestellungen aus dem 
Bereich der Phytopathologie herangeführt werden, indem sie durch die 
Auseinandersetzung mit einem Problem oder einer Fragestellung zu 
selbständigem Denken und Arbeiten anregt werden (Köhler 2010). Beipielsweise 
kann ein beobachtbares Phänomen, wie der Befall von Rosen oder Getreide mit 
Mehltau, ein Ausgangspunkt für den Unterricht sein, der zur Formulierung einer 
Frage oder eines Problems führt, welches von den SuS untersucht wird. 
Kontextorientierung bedeutet, dass Inhalte und Themen in sinnstiftende Kontexte 
eingebunden werden und daraus Fragen oder Problemstellungen aus der 
Lebenswelt der SuS aufgeworfen werden (Leisen 2010). Durch konkrete 
Anwendungsbezüge von biologischem Wissen können neben dem 
Kompetenzaufbau auch Anlässe im Biologieunterrricht zur Förderung des 
wissenschaftlichen Nachwuchses geschaffen werden (Spörhase-Eichmann & 
Ruppert, 2010). Dabei wird den SuS möglicherweise die Studien- und/oder 
Berufswahl für ein naturwissenschaftliches Studium erleichtert und dem 
Fachkräftemangel in den Naturwissenschaften entgegengewirkt. 
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1.1. Pathogenabwehr bei Pflanzen 
Pflanzen sind sessile Organismen, die sowohl in natürlichen Ökosystemen als 
auch in Kultur ständig einer Vielzahl von potentiellen Pathogenen und 
Schaderregern, wie Bakterien, Viren, Oomyceten, Pilzen, Nematoden und 
herbivoren Insekten, ausgesetzt sind (Agrios 2005; Heath 1991; Oh et al. 2006; 
Pieterse et al. 2009). Jeder dieser Angreifer hat spezielle Strategien entwickelt, 
um eine parasitische Beziehung zu einer Wirtspflanze eingehen zu können 
(Pieterse et al. 2009). Wird eine Pflanze von einem Pathogen besiedelt und 
reproduziert es sich auf ihr, so wird die Pflanze als Wirtpflanze bezeichnet (Heath 
1991; Agrios 2005). Einige Pathogene haben ein enges Wirtspektrum, welches 
sich nur auf eine Pflanzenart beschränken kann, beispielsweise die Echten 
Mehltaupilze (Schulze-Lefert & Panstruga 2011; Thordal-Christensen 2003). Alle 
anderen Pflanzen, auf denen sich die potentiellen Pathogene nicht reproduzieren 
können, werden dann für diese Mikroorganismen als Nichtwirt-Pflanzen 
bezeichnet und die Mikroorganismen selber als Nichtwirt-Pathogene dieser 
Pflanzen (Thordal-Christensen 2003). 
Je nach Lebensweise können Pathogene in biotrophe und nekrotrophe Pathogene 
eingeteilt werden (Glazebrook 2005). Während biotrophe Pathogene Nährstoffe 
aus lebendem Wirtsgewebe aufnehmen, töten nekrotrophe Pathogene die 
Wirtszellen oft durch Ausscheidung von Toxinen ab. Es gibt einige Pathogene, die 
beide Lebensweisen in ihrem Lebenszyklus besitzen und daher als hemibiotrophe 
Pathogene bezeichnet werden, wie beispielsweise Pilze der Gattungen 
Magnaporthe oder Colletotrichum (Mendgen & Hahn 2002; Pieterse et al. 2009; 
Talbot 2003; Wilson & Talbot 2009). 
Um diese Vielfalt an verschiedenartigen Pathogenen abzuwehren, haben Pflanzen 
ein Arsenal von konstitutiven Abwehrbarrieren und induzierbaren 
Abwehrreaktionen entwickelt (Thordal-Christensen 2003; Pieterse et al. 2009). 
Dabei stehen Nichtwirt- und Wirt-Pathogene generell den gleichen Barrieren 
gegenüber (Thordal-Christensen 2003). Einzelheiten des Abwehrsystems der 
Pflanze werden im Folgenden genauer beschrieben. 
 
1.1.1. Abwehrsystem der Pflanze 
Das Abwehrsystem der Pflanze ist ein komplexes, mehrschichtiges System, 
welches Pflanzen ausgebildet haben  um sich vor Infektionen durch Pathogene zu 
schützen (Dodds et al. 2009). Neben passivem Schutz gegen wenig an den 
potentiellen Wirt angepasste Pathogene durch präformierte Barrieren schließt es 
induzierbare Abwehrreaktionen nach Erkennung von Pathogenen ein (Chrisholm 
et al. 2006; Dangl & Jones 2001; Jones & Dangl 2006; Thordal-Christensen 
2003). Da Pflanzen weder mobile Abwehrzellen noch ein somatisch 
anpassungsfähiges Immunsystem wie Tiere besitzen, müssen sie zur Abwehr auf 
ihre angeborene Immunität jeder einzelnen Zelle zurückgreifen und systemische 
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Signale generieren, die von der Infektionsstelle aus verbreitet werden (Ausubel 
2005; Chrisholm et al. 2006; Dangl & Jones 2001; Jones & Dangl 2006).  
Präformierte Barrieren als erste Ebene der Abwehr  
Die Anwesenheit von präformierten Barrieren wird oft als erste Ebene der Abwehr 
bezeichnet (Thordal-Christensen 2003). Solche vor dem Pathogenangriff bereits 
vorhanden Barrieren können von struktureller (Zellwand), chemischer 
(Sekundärmetabolite) und enzymatischer (antimikrobiell-wirkende Enzyme) Natur 
sein. Ob sie erfolgreich zur Abwehr beitragen, hängt wahrscheinlich von der Art 
des Pathogens und zu einem gewissen Grad von der co-evolutiven Anpassung des 
Pathogens an den potentiellen Wirt ab (Thordal-Christensen 2003). 
Landet beispielsweise eine Spore auf der Oberfläche eines Blattes, benötigen 
manche Pathogene Signale von der Pflanze um Zelldifferenzierung und Expression 
von Pathogenitätsgenen zu induzieren (Thordal-Christensen 2003). Zum Beispiel 
brauchen Rostpilze, wie Uromyces appendiculatus, ein Signal der 
Oberflächentopographie um Hyphendifferenzierung zu induzieren (Hoch et al. 
1987). Untersuchungen von Tsuba et al. (2002) ließen darauf schließen, dass für 
den Echten Mehltau der Gerste Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) die 
Zusammensetzung der Oberflächenwachse wichtig für die Entwicklung eines 
ausdifferenzierten Appressoriums ist. In weiteren Studien von Hansjakob et al. 
(2010, 2011) konnte für langkettige Aldehyde der Oberflächenwachsschicht 
gezeigt werden, dass diese die Entwicklung von Prepenetrations-Strukturen von 
Bgh in vitro abhängig von der Konzentration und der Kettenlänge stimulieren. Die 
Arbeitsgruppe konnte weiterhin in vivo beobachten, dass das Fehlen von 
langkettigen Aldehyden in der Kutikula der Maismutante glossy11, den 
Prepenetrations-Entwicklungsprozess des Nichtwirt-Pathogens Bgh beeinträchtigt 
(Hansjakob et al. 2011). 
Induzierbare Abwehrreaktionen als zweite Ebene der Abwehr 
Trotz der Diversität von konstitutiven Abwehrbarrieren gelingt es einigen 
Pathogenen diese zu überwinden. Als eine zweite Ebene der Abwehr steht der 
Pflanze dann ein breites Spektrum an induzierbaren Abwehrreaktionen zur 
Verfügung, die Pathoge an einer weiteren Ausbreitung hindern können (Pieterse 
et al. 2009). Dieser Teil der Abwehr wird auch als aktive oder induzierbare 
Abwehr bezeichnet und setzt eine Erkennung des Angreifers voraus (Chrisholm et 
al. 2006; Dangl & Jones 2001; Heath 1991). Die induzierbaren Abwehrreaktionen 
werden durch das angeborene Immunsystem der Pflanze ausgelöst, welches von 
Wissenschaftlern in zwei Immunsystem- Level gegliedert wird (Dodds 2009; 
Jones & Dangl 2006). Der erste Level umfasst die Erkennung von konservierten 
Molekülen (MAMPS oder PAMPS, s.u.), die von vielen Mikroben und potentiellen 
Pathogenen gebildet werden wie zum Beispiel die Moleküle Chitin oder Flagellin;  
diese werden auch als microbial- oder pathogen-associated molecular patterns 
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(MAMPS oder PAMPS) bezeichnet (Chrisholm et al. 2006; Jones & Dangl 2006). 
PAMPS sind über einen großen Bereich an Mikroben strukturell konserviert und 
normalerweise im Wirt nicht vorhanden (Nürnberger et al. 2004). Eine Erkennung 
von PAMPS durch spezielle Rezeptoren (pattern recognition receptors; PRRs) an 
der Zelloberfläche führt zu einer PAMP-vermittelten Immunität (PTI). Diese Art 
der Erkennung und induzierten Abwehr wird auch als primäre Immunantwort 
bezeichnet (Chrisholm et al. 2006) und ist unabhängig vom Genotyp des 
Pathogens und der Pflanze (Thordal-Christensen 2003). Bisher sind einige der 
PAMP erkennenden Rezeptoren entdeckt worden, wie z.B. in Arabidopsis der 
Flagellin Rezeptor FLS2 (Gomez-Gomez & Boller 2002) oder in Reis das Chitin-
bindende Protein CEBiP (chitin elicitor-binding protein) und die Rezeptorkinase 
CERK1 (chitin elicitor-binding kinase), welche beide an der Erkennung von Chitin 
beteiligt sind (Shimizu et al 2010). PRRs liegen an der Außenseite der 
Plasmamembran und sind oft an der Zellinnenseite im Zytoplasma an eine Kinase 
gekoppelt, die nach Erkennung von PAMP-Molekülen das Signal durch mitogen-
activated Proteinkinase (MAPK)-Kaskaden weiterleiten (Chrisholm et al. 2006; 
Nürnbeger et al. 2004; Panstruga et al. 2009). Allgemein kann eine durch 
Erkennung von PAMPS eingeleitete Abwehrreaktion assoziiert sein mit einer 
transkriptionellen Induktion von pathogen-responsiven (PR)-Genen, Produktion 
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und Deposition von Callose an den Stellen 
der Infektion, um dort beispielsweise die Zellwand zu modifizieren und zu 
verstärken (Chrisholm et al. 2006; Nürnberger et al. 2004). 
Von bakteriellen Pathogenen ist bekannt, dass sie die pflanzliche Abwehr 
überwinden können, indem sie Effektorproteine in die Wirtszelle sekretieren 
(Dodds et al. 2009). Für einige dieser Effektorproteine konnte gezeigt werden, 
dass sie direkt mit PTI-Signalprozessen oder einer nachfolgenden Antwortreaktion 
interagieren (Dodds et al. 2009; Chrisholm et al. 2006; Jones & Dangl 2006). 
Auch biotrophe Pathogene, wie Echte Mehltaupilze und Rostpilze, müssen nach 
der Penetration einer Zelle eine weitere Abwehr der Pflanze unterdrücken 
(Thordal-Christensen 2003), um in einer biotrophen Interaktion aus der Zelle 
Nährstoffe aufnehmen zu können. Studien von biotrophen Oomyceten und Pilzen 
deuten darauf hin, dass das Bild von Unterdrückung der Wirtsabwehr durch 
Pathogen-Effektoren auch auf diese eukaryotischen Pathogene zutrifft (Ellis et al. 
2007; Dodds et al. 2009). 
Einige dieser Effektoren werden nun durch Rezeptoren meistens innerhalb der 
Pflanzenzellen erkannt und lösen eine sekundäre Immunantwort aus. Die 
Effektoren werden auch als Virulenzfaktoren bezeichnet und die ausgelöste 
Abwehrantwort als effector-triggered immunity (ETI) (Johns & Dangl 2006). 
Sekundäre Immunantwort durch Effektor- Erkennung 
In der Pflanze werden Pathogen-Effektoren durch die von den meisten R-Genen 
kodierten NB-LRR-Proteinen erkannt. Diese sind nach ihrer Nukleotid-
Bindedomäne (NB) und leucin-rich-repeat-Domäne (LRR) benannt. In der Zelle 
gibt es eine Reihe verschiedener NB-LRR-Proteine (Bent & Mackey 2007), die 
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Effektormoleküle direkt oder indirekt erkennen. Die Art der Erkennung ist in einer 
Modellvorstellung wiedergegeben, die entweder durch die Gen-für-Gen-Hypothese 
nach Flor (1971) oder durch die Guard-Hypothese erklärt werden kann (Dangl & 
Jones 2001).  
Nach der Gen-für-Gen-Hypothese besitzen Pathogene Avirulenz(avr)-Gene und 
die Pflanze korrespondierende Resistenz(R)-Gene. Nur bei Anwesenheit von 
funktionalen Resistenz- und Avirulez-Genprodukten, kommt es zur Resistenz der 
Pflanze und zur Avirulenz des Pathogens (Flor 1971). Eine ursprüngliche 
Vorstellung ging zunächst davon aus, dass R-Proteine als Rezeptoren Avr-
Proteine (Effektoren) erkennen und diese daher in direkter physikalischer 
Interaktion miteinander stehen. Dies konnte zum Beispiel für die Interaktion des 
pilzlichen Effektors Avr-Pi-ta von Magnaporthe oryzae mit dem Pi-ta-
Resistenzgenprodukt von Reis gezeigt werden(Jia et al. 2000). Avr-Pi-ta bindet 
dabei direkt an das Pi-ta Protein und löst eine Abwehrantwort aus.  
Daneben gibt es Studien, die zeigen, dass einzelne R-Proteine Resistenz bei 
Anwesenheit mehrere verschiedener strukturell nicht verwandter Avr-Proteine 
vermitteln können, wie zum Beispiel bei der RPM1-vermittelten Resistenz in 
Arabidopsis, die sowohl von AvRpm1 als auch von AvrB ausgelöst werden kann. 
Solche Beobachtungen konnten durch direkte Interaktion von R- und Avr-Protein 
nicht erklärt werden. Aufgrund dessen wurde die Gen-für-Gen-Hypothese zur 
Guard-Hypothese ausgeweitet (Dangl & Jones 2001; Van der Hoorn 2002). Nach 
der Guard-Hypothese nehmen R-Proteine in der Zelle eine Wächter (engl. guard)-
Funktion ein, bei der sie in der Lage sind, durch Pathogeneffektoren 
hervorgerufene Veränderungen an zellulären Zielbereichen und damit indirekt die 
Anwesenheit eines Pathogens zu erkennen (Dangl & Jones 2001; Chrisholm et al. 
2006).  
Das bisher am besten charakterisierteste Beispiel für eine Resistenzaktivierung 
durch die Beobachtung von bakterieller Effektoren-Aktivität an bestimmten 
Zielbereichen in der Pflanze nach der Guard-Hypothese, ist das RIN4-Protein in 
Arabidopsis, dessen Integrität von mindestens zwei R-Proteinen, RPM1 und RPS2, 
überwacht wird (Chrisholm et al. 2006; Mackey et al. 2002). Werden die beiden 
nicht sequenzverwandten Effektorproteine AvrRpm1 oder AvrB von Stämmen des 
phytophathogenen Bakteriums Pseudomonas syringae (P. syringae) in die 
Pflanzenzelle eingeschleust, wird RIN4 in beiden Fällen phosphoryliert. Diese 
Veränderung des RIN4-Proteins und damit indirekt die Anwesenheit eines 
Effektors (AvrRpm1 oder AvrB) wird von RPM1 erkannt und führt zu einer RPM1-
vermittelten Resistenz in Form einer hypersensitiven Reaktion (HR) (Mackey et al. 
2002). Wird das RIN4-Protein durch einen dritten Effektor von P. syringae, 
AvrRpt2, durch dessen Protease-Aktivität zerschnitten, kann RPM1 diesen Abbau 
nicht erkannen. Der Abbau von RIN4 aktiviert jedoch das RPS2 Resistenzprotein 
und führt zu einer RPS2-abhängigen Resistenzantwort (Mackey et al. 2003). Auch 
hier wird durch die Veränderung des RIN4-Proteins die Anwesenheit eines 
Effektors indirekt erkannt.  
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Eine Ausnahme von der intrazellularen Lokalisation der NB-LRR-Proteine stellt 
beispielsweise das CF-2 Protein (Cladosporium fulvum-2) der Tomate dar, 
welches in der Plasmamembran sitzt. Sekretiert das Pathogen Cladosporium 
fulvum den Effektor Avr2 in den Apoplasten der Zelle, dann interagiert er mit 
einer extrazellulären Cystein-Protease (Rcr3) und der Rcr3-Avr2-Komplex 
ermöglicht es dem CF-2 Protein eine HR zu aktivieren (Rooney et al. 2005).  
Allgemein werden Effektoren von Pathogenen aus verschiedenen Reichen (z.B. 
Bakterien und Pilze) von NB-LRR-Proteinen erkannt und aktivieren ähnliche 
Abwehrantworten (Jones & Dangl 2006). Eine durch R-Gene vermittelte Resistenz 
ist mit einer hypersensitiven Reaktion (HR) assoziiert, die das lokale Absterben 
von Zellen an der Infektionsstelle einschließt (Heath 2000b; Glazebrook 2005; 
Jones & Dangl 2006). 
Jones & Dangl (2006) haben die bisherige Vorstellung vom pflanzlichen 
Immunsystem in einem vier Phasen umfassenden „Zick-Zack“- Modell 
anschaulich zusammengefasst (siehe Abbildung 1.1.1). In Phase 1 erkennt die 
Pflanze aufgrund ihrer PRR PAMPS des Angreifers und aktiviert eine PTI, die eine 
Besiedlung der Pflanze unterbindet. Im co-evolutiven Wettstreit zwischen 
potentiellem Wirt und Pathogen entwickelte das bisher wenig an den zukünftigen 
Wirt angepasste und durch PTI erfolgreich abgewehrte Pathogen 
Effektormoleküle, um die Abwehr zu unterdrücken und die PTI zu überwinden. 
Gelingt dies dem Pathogen, kommt es zu Effektor-triggered susceptibility (ETS) 
 und die Pflanze 
wird für das 
Pathogen anfällig 
(Phase 2). Die 
Pflanze versucht nun 
ihrerseits durch R-
Gene die Effektoren 
oder deren 
Auswirkungen in der 
Pflanze zu 
erkennen; gelingt 
ihr dies, kommt es 
zu Effektor-triggered 
immunity (ETI) und 
die Pflanze kann das 
Pathogen erneut 
abwehren (Phase 3). 
Die ETI stellt dabei 
eine verstärkte PTI-
Antwort dar, die gewöhnlich zu einer hypersensitiven Zelltod-Reaktion an der 
Infektionsstelle und zu Resistenz führt. In der Phase 4 wird durch natürliche 
Selektion die Effektor-Ausstattung des Pathogens modifiziert um die ETI zu 
 
Abbildung 1.1.1: Zick-Zack-Modell des pflanzlichen 
Immunsystems (nach Jones & Dangl 2006, verändert) 
Avr-R = Avirulenzgenprodukt-Resistenzgenprodukt-Erkennung 
(Effektor wird von NB-LRR Protein erkannt); PAMPS = pathogen-
associated molecular patterns; PTI = PAMP-triggered immunity; 
ETS = effector-triggered susceptibility; ETI = effector-triggered 
immunity; HR = hypersensitive Zelltod-Reaktion 
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vermeiden. Dazu werden entweder bestehende Effektoren abgewandelt, um nicht 
mehr erkannt zu werden oder es entstehen zusätzlich neue bisher nicht 
vorhandene Effektoren. Gelingt es dem Pathogen die ETI zu unterdrücken, 
kommt es erneut zu einer ETS. Durch die natürliche Selektion entsteht in der 
Pflanze ebenfalls ein Pool von spezifischen R-Genen und versetzt die Pflanze 
erneut in die Lage, bei Erkennung von Effektoren, eine ETI auszubilden (Jones & 
Dangl 2006).  
 
1.1.2. Abwehrmechanismen der Pflanze  
Eine wichtige Rolle bei der Abwehr kommt der pflanzlichen Zellwand zu, die 
Pathogene beim Eindringen in eine Pflanzenzelle zuerst überwinden müssen. 
Während Pathogene versuchen diese Barriere auf enzymatischem und/oder 
physikalischem Wege zu durchbrechen, besitzt die Pflanze eine Reihe von 
Abwehrreaktionen, die mit der Zellwand assoziiert sind (Hückelhoven 2007). Zum 
Beispiel durch Inhibition von Enzymen des Pathogens, Vergiftung des Pathogens 
oder Verstärkung der Zellwand (Hückelhoven 2007). Eine Möglichkeit, die 
Pflanzen zur Verfügung steht, um ihre Zellwände gegen mechanischen Druck bei 
der Penetration durch pilzliche Appressorien widerstandsfähiger zu machen, ist 
die Einlagerung von Lignin oder Bildung von Callose (Bechinger et al. 1999; 
Hückelhoven 2007). Lignifizierte Zellwände sind außerdem weniger anfällig für 
den Angriff von Zellwand-abbauenden Enzymen eines Pathogens. Eine weitere 
Möglichkeit Zellwände zu modifizieren ist die Akkumulation von zellwand-
gebundenen phenolischen Substanzen, die aus dem Phenylpropanstoffwechsel 
stammen, in lokalen Zellwandappositionen (Papillen s.u.) oder hypersensitiv 
reagierenden Zellen (HR, s.u.) (Koga 1988; von Röpenack et al. 1998; Zeyen et 
al. 1995). Darüberhinaus können reaktive Sauerstoffspezies (ROS), wie 
Wasserstoffperoxid (H2O2), die Zellwand über peroxidase-abhängige 
Lignifizierungen (s.o.) und Quervernetzungsreaktionen von Prolin-reichen 
Proteinen verstärken (Hückelhoven 2007; Bradley et al. 1992; Brisson et al. 
1994). 
Zellwandappositionen (Papillen) 
Eine verbreitete Reaktion von Pflanzen auf Penetrationsversuche 
phytopathogener Pilze ist die Bildung von lokalen Zellwandappositionen, so 
genannter Papillen, an der Innenseite der pflanzlichen Zellwand unterhalb der 
Angriffsstelle (Aist 1976). Hierbei wird Zellwandmaterial unterhalb eines pilzlichen 
Appressoriums zwischen der Plasmamembran und der bereits bestehenden 
Zellwand abgelagert (Aist 1976). In Gerste sind Papillen, die in der Interaktion 
mit Getreidemehltau gebildet werden, intensiv untersucht worden. Dabei treten 
Papillen in der Nichtwirt-Interaktion von Gerste mit Blumeria graminis f.sp. tritici 
(Bgt) (Hückelhoven et al. 2001) und in der mlo-vermittelten nicht-
rassenspezifische Resistenz der Gerste gegen alle Isolate von Blumeria graminis 
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f.sp. hordei (Bgh) auf (Freialdenhoven et al. 1996; Jørgensen 1992); zu einem 
gewissen Grad werden aber auch Papillen in der anfälligen Interaktion von Gerste 
(Mlo) mit Bgh gebildet (Freialdenhoven et al. 1996). Diese Beobachtungen 
konnten die Rolle von Papillen für die Abwehr der Pflanze bisher noch nicht 
eindeutig klären, da es sich sowohl um eine funktionale Barriere alsauch  um eine 
sekundäre Struktur handeln kann. 
In Papillen der Gersten konnten bisher eine Reihe von chemischen Substanzen 
detektiert werden, wie Callose, autofluoreszierende phenolische Substanzen, 
spezifische Proteine wie Peroxidasen, Wasserstoffperoxid und guanidin-haltige 
Substanzen (Skou et al. 1982; Aist et al. 1988; von Röpenack et al. 1998; Scott-
Craig et al. 1995; Thordal-Christensen et al. 1997; Hückelhoven et al. 1999; Wei 
et al. 1994). Durch eine Färbung von Lignin mittels Phloroglucinol-Färbung 
konnte Lignin als Bestandteil von Weizenpapillen nachgewiesen werden, in 
Gerstenpapillen jedoch nicht (Wei et al. 1994). Außerdem wurde von Thordal-
Christensen et al. (1997) gezeigt, dass Proteine und Phenole kovalent in die 
Struktur von Papillen eingebunden werden. Neben den chemischen Bestandteilen 
einer Papille scheinen auch die Geschwindigkeit mit der das Material zur 
Penetrationsstelle gelangt und dessen Verdichtung wichtige Aspekte für eine 
erfolgreiche Abwehr zu sein (Thordal-Christensen 2000; Hückelhoven 2007). Zum 
Beispiel haben von Röpenack et al. (1998) beobachtet, dass autofluoreszierendes 
Material in Papillen mit der Zeit gegen Hydrolyse widerstandsfähig wird, und 
dieser Vorgang in mlo-resistenter Gerste gegen Bgh im Vergleich zum anfälligen 
Wildtyp schneller abläuft. In der Nichtwirt-Interaktion von Arabidopsis mit Bgh 
(Ellis 2006; Lipka et al. 2008) oder Pilzen der Gattung Colletotrichum (Shimada 
et al. 2006) wurden Papillen auf eine Beteiligung an der Penetrationsresistenz 
untersucht. Obwohl es bereits viele Hinweise gibt, dass Papillen eine wirksame 
Barriere für Pathogenangriffe darstellen können, ist ihre genaue Funktion bei der 
Penetrationsresistenz noch nicht klar und es wird diskutiert, ob Papillen die 
Infektion stoppen oder nur sekundär an der Infektionsstelle auftreten und welche 
Komponente bei der Entstehung (oder eine Kombination) letztlich eine 
Penetrationshyphe in ihrem Wachstum stoppt (Schulze-Lefert 2004; Thordal-
Christensen et al. 2000). Papillen wurden sowohl in kompatiblen und 
inkompatiblen Interaktionen als auch in Nichtwirt-Interaktionen beschrieben und 
scheinen daher nicht streng mit Resistenz der Pflanze einher zu gehen (Aist 
1976; Hückelhoven 2007; Jarosch et al. 1999; Zellerhoff et al. 2006). 
Hypersensitive Zelltod-Reaktion (HR)  
Das Absterben von Zellen tritt in einer Reihe von Interaktionen von Pflanzen und 
Pathogen auf und kann sowohl mit Resistenz als auch mit Anfälligkeit, je nach 
Lebensweise des Pathogens, assoziiert werden (Greenberg & Yao 2004). In den 
Fällen, bei denen eine programmierte Zelltod-Reaktion vom Wachstumsstopp des 
Pathogens und letztlich von Resistenz der Pflanze begleitet wird, hat sich der 
Begriff der hypersensitiven Reaktion (HR) etabliert (Goodman & Novacky 1994). 
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Die hypersensitive Reaktion (HR) ist eine starke, lokale Abwehrreaktion, die mit 
R-Gen vermittelter Resistenz assoziiert wird und neben biochemischen und 
strukturellen Veränderungen den Tod von Zellen an der Infektionsstelle 
einschließt (Bent & Mackey 2007; Heath 2000b; Hückelhoven 2007). Die 
Abwehrreaktion wird charakterisiert durch Akkumulation von ROS, 
antimikrobiellen Proteinen und Phytoalexinen, die in einem lokalen „Selbstmord“ 
einzelner Zellen gipfelt (Hückelhoven 2007). Eine hypersensitive Reaktion wurde 
schon von Stakmann 1925 bei seinen Arbeiten mit Rostpilzen (Puccinia graminis) 
in resistenten Getreidesorten entdeckt (Stakmann 1925 in Richael & Gilchrist 
1999). Seitdem sind eine Reihe morphologischer, physiologischer und 
molekularer Veränderungen beschrieben worden, die zusammen mit dem 
hypersensitiven Absterben der Zellen auftreten (Richael & Gilchrist 1999). 
HR wurde in der Interaktion von Gerste mit Bgh intensiv untersucht und dabei 
wurden bei hypersensitiv reagierenden Epidermiszellen eine Granulierung 
(Aggregation) des Cytoplasmas und eine Anreicherung von phenolischen 
Substanzen in den Zellwänden beobachtet (Koga et al. 1988). Zusätzliche wurde 
die Bildung weiterer Substanzen wie Wasserstoffperoxid (Thordal-Christensen et 
al. 1997; Hückelhoven et al. 1999), guanidin-haltiger Substanzen (Wei et al. 
1994) und Phytoalexinen detektiert (Dixon 1986; Tsuji et al. 1992; Hasegawa et 
al. 2010). Da viele dieser Reaktionen einschließlich des finalen Zelltods in der HR 
gleichzeitig während des Pathogenangriffs induziert werden und eine Inhibition 
der Transkription owohl die HR alsauch die Resistenz unterdrückt, ist es schwer 
zu sagen, welche Komponente letztendlich spezifisch die Krankheitsresistenz 
determiniert bzw. ob letztlich der Zelltod zur Pathogenabwehr nötig ist (Richael & 
Gilchrist 1999). Es wird allgemein angenommen, dass durch hypersensitives 
Absterben von Zellen das Wachstum von biotrophen Pathogenen eingedämmt 
und dem Pathogen der Zugang zu Wasser und Nährstoffen in der Zelle entzogen 
wird (Glazebrook 2005). Im Gegensatz dazu ist das alleinige Absterben von 
Zellen gegen nekrotrophe Pathogene nicht wirksam und im Fall von Botrytis 
cinerea auf Arabidopsis gibt es Hinweise, dass der Zelltod das Pathogenwachstum 
möglicherweise sogar fördert (Glazebrook 2005; Govrin & Levine 2000; Heath 
2000b). Neben einer Funktion der HR das Pathogenwachstum direkt zu limitieren, 
wird in der Literatur diskutiert, dass eine HR auch auf anderem Wege zu Abwehr 
beitragen kann, beispielsweise durch Induktion spezifischer Abwehrreaktionen im 
Nachbargewebe der abgestorbenen Zellen (Greenberg & Yao 2004). 
Phytoalexine  
Eine induzierbare Abwehrreaktion von Pflanzen nach Pathogenbefall ist die 
Akkumulation von niedermolekularen Substanzen mit anitmikrobieller Wirkung, 
die auch als Phytoalexine bezeichnet werden (Hammerschmidt 1999). Es gibt 
Hinweise, dass Phytoalexine zur Pathogenabwehr beitragen können und dabei der 
zeitliche Verlauf der Akkumulation und die Lokalisation des Phytoalexins im 
Gewebe relativ zur Entwicklung des Pathogens eine wichtige Rolle spielt 
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(Hammerschmidt 1999). Phytoalexine können beispielsweise an der 
Infektionsstelle die Penetrationshyphe möglicherweise in Kombination mit 
mechanischer Verstärkung der Zellwand im Wachstum inhibieren und somit zur 
Penetrationsresistenz beitragen (Hückelhoven 2007). Eine weitere Möglichkeit 
wäre die Akkumulation von Phytoalexinen im Gewebe, um eine Ausbreitung des 
Pathogens zu verhindern, wie es beispielsweise für Glyceollin von Soja in 
Interaktion mit Phytophotora sojae gezeigt wurde (Mohr & Cahill 2001).  
In Gerste zeigen mlo-Mutanten, die resistent sind gegen die Penetration von Bgh 
eine Überproduktion von p-Coumaryl-Hydroxyagmatin, wobei es sich um eine 
Substanz mit antifungaler Aktivität handelt (von Röpenack et al. 1998). Ebenso 
akkumulieren zellwand-gebundene phenolische nach Befall; dabei ist noch nicht 
klar, ob die Funktion der Phenole dabei toxisch ist oder der Zellwandverstärkung 
dient (Hahlbrock 1995; von Röpenack et al. 1998; Hückelhoven 2007). In der 
Interaktion von Arabidopsis mit Pseudomons syringae scheint die Akkumulation 
von löslichen und zellwandgebundenen Indol-Metaboliten, wie Indol-3-
carbonsäure und Camalexin zur Abwehr beizutragen (Hagemeier et al 2001; Tan 
et al. 2004). In Reis sind bisher 15 verschiedener Phytoalexine isoliert und 
charakterisiert worden, von denen 14 zur Stoffklasse der Diterpene 
(Phytocassane, Momilactone, Oryzalexine) und eines zur Stoffklasse der 
Flavonoide (Sakuranetin) gehören (Grayer & Kokubun 2001). Nach Befall von 
Reis mit M. oryzae können die einzelnen Phytoalexine an der Resistenzausbildung 
beteiligt sein (Dillon et al. 1997; Umemura et al. 2003; Hasegawa et al. 2010). 
Hordatine kommen in wilden und kultivierten Süßgrasarten der Gattung Hordeum 
(Gerste) vor und können sowohl als Phytoanticipine in jungen Gerstenpflanzen 
nach der Keimung vorliegen, als auch als Phytoalexine nach Pathogenbefall 
gebildet werden (Batchu et al 2006; Smith & Best 1978; Stoessl 1967; von 
Röpenack et al. 1998). Es gibt Hordatin A und B, die Dimere von p-
Coumaroylagmatin bzw. Feruloylagmatin sind. Hordatin M ist ein biologisch 
inaktives Glykoconjugat-Gemisch der Hordatine A und B (Stoessl 1967; Nomura 
et al. 2007). Gene der Hordatinbiosynthese wurden auf dem kurzen Arm des 
Chromosoms 2H (2HS) der Gerste lokalisiert und nach Einbringen des 
Chromosomenabschnitts in Weizen akkumulierte dieser deutliche Mengen an 
Hordatinen (Nomura et al. 1999, 2007).  
Toxische Stoffe werden von der Pflanze oft in Form von inaktiven Gykosiden 
gelagert und durch die Aktivität von hydrolytischen Enzymen, die die Glykoside 
spalten, aktiviert. Bisher ist noch nicht klar, wie genau antimikrobielle Substanzen 
zu den Stellen des pilzlichen Angriffs gelangen (Hückelhoven 2007). Es ist 
anzunehmen, dass ein Mechanismus benötigt wird, um die Phytoalexine lokal in 
einer Konzentration zu akkumulieren, die ausreichend ist um die pilzliche 
Penetration zu stoppen (Hückelhoven 2007). Bei Hückelhoven (2007) finden sich 
zwei Vorschläge für solche Mechanismen. In Sorghum (Sorghum bicolor L.) 
akkumuliert beispielsweise das Flavonoid-Phytoalexin 3-deoxyanthocyanidin nach 
Attacke der Zellen durch Colletotrichum-Arten in nicht membran-gebundenen 
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zellularen Einschlüssen, die zur Stelle des pilzlichen Angriffs migrieren (Snyder & 
Nicholson 1990) und dort mit der Plasmamembran fusionieren und ihren Inhalt in 
den Apolasten abgeben (Nielsen et al. 2004). Ein weiteres Modell zur Erklärung 
der Akkumulation von Phytoalexinen wurde von Stein et al. (2006) in der 
Penetrationsresistenz von Arabidopsis entwickelt, wobei PEN2 (penetration2; eine 
Glykosylhydrolase) und PEN3 (penetration3; ABC-Transporter) für die Nichtwirt-
Penetrationsresistenz gegen Bgh und Phytophtora infestans benötigt werden 
(Lipka et al. 2005; Stein et al. 2006). PEN2-enthaltende Peroxisomen 
akkumulieren an Stellen der Penetrationsversuche und PEN2 könnte aufgrund 
seiner Glykosylhydrolase-Aktivität ein Toxin durch Hydrolyse einer nicht-
toxischen Vorstufe aktivieren (Lipka et al. 2005). Nach lokaler Freisetzung des 
toxischen Materials könnte, der Vorstellung von Stein et al. (2006) nach, der 
ABC-Transporter PEN3, der sich in der Plasmamembran befindet, das toxische 
Material dann an die potentielle Penetrationsstelle sekretieren.  
 
1.1.3. Formen von Krankheitsresistenz bei Pflanzen 
Nichtwirt-Resistenz  
Sind alle Sorten oder Kultivare einer Pflanzenart gegen alle Isolate oder Rassen 
einer Pathogenart resistent, so wird diese Form der Resistenz als Nichtwirt-
Resistenz (NWR) bezeichnet (Heath 2000b; Nürnberger & Lipka 2005). Sie ist die 
am häufigsten vorkommende Form von Resistenz und zeichnet sich durch ihre 
Dauerhaftigkeit unter Feldbedingungen aus; sie richtet sich außerdem gegen ein 
breites Spektrum von Pathogenarten und potentiell pathogenen Mikroorganismen 
(Heath 2000, 2001; Thordal-Christensen 2003). Im Gegensatz zur Wirtresistenz 
ist über die Nichtwirt-Resistenz weniger bekannt (Mysore & Ryu 2004). Generell 
scheint die NWR, zumindest gegen Pilze, unter komplexer genetischer Kontrolle 
zu stehen und kann eine Vielzahl von Abwehrfaktoren beinhalten, wobei sowohl 
konstitutive Barrieren als auch induzierbare Abwehrreaktionen beteiligt sein 
können (Heath 2000a; Myrsore & Ryu 2004; Holub & Cooper 2004; Thordal-
Christensen 2003). Für die NWR von Arabidopsis gegen Echte Mehltau-Pilze 
konnte zeigt werden, dass sowohl Prä- als auch Postinvasions-Abwehrreaktionen 
zur NWR beitragen (Collins et al. 2003; Lipka et al. 2005). 
Ein Zusammenspiel von konstitutiven Barrieren und induzierbaren Reaktionen 
scheint die Basis dieser Resistenzform zu bilden (Nürnberger & Lipka 2005). 
Dabei liegt die Vermutung nahe, dass NWR gegen wenig an den potentiellen Wirt 
angepasste Pathogene wirksam und eher das Ergebnis einer effektiven, 
unspezifischen Abwehr ist, als eine durch spezifische Erkennungsereignisse 
vermittelte Resistenz (Heath 2001). In einigen Fällen von NWR wurde jedoch eine 
Beteiligung von R-Genen an der Erkennung von avr-Genen von potentiellen 
Pathogenen gezeigt (Thordal-Christensen 2003).  
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Bisher gab es noch kein einheitliches Konzept von NWR und daher haben 
Schulze-Lefert & Panstruga (2011) ein vereinheitlichendes Konzept aufgestellt. 
Schulze-Lefert & Panstruga (2011) haben dazu eine Erweiterung der 
Modellvorstellung des pflanzlichen Immunsystems von Jones und Dangl (2006) 
für die Betrachtung der Nichtwirt-Interaktion vorgenommen. Die Mechanismen, 
die zur Nichtwirt-Immunität und Wirt-Immunität führen, gehören zum selben 
Nicht-Selbst-Erkennungssystem der Pflanze, welches, wie zuvor beschrieben, eine 
Kombination von NB-LRR- und PRR-vermittelter Abwehr darstellt. Sie haben die 
Hypothese aufgestellt, dass der relative Beitrag von NB-LRR und PRR-triggered 
Immunity zur Nichtwirt-Resistenz sich als Funktion der phylogenetischen Distanz 
zwischen Wirt- und Nichtwirtpflanzenart ändert (siehe Abbildung 1.1.2); d.h. je 
größer die phylogenetische Distanz zwischen Wirt- und Nichtwirtpflanze ist, desto 
höher ist der Betrag der PRR-vermittelten Immunantwort an der Nichtwirt-
Resistenz.  
Das letztendliche 
Ergebnis der Aus-
einandersetzung von 
Pflanze und Pathogen 
hängt von der Balance 
zwischen der 
Fähigkeit des 
Pathogens die 
Pflanzenabwehr zu 
unterdrücken und den 
Kapazitäten der 
Pflanze das Pathogen 
zu erkennen und eine 
effektive Abwehr-
antwort zu aktivieren, 
ab (Pieterse et al. 
2009). 
 
Je nach Sichtweise kann die Nichtwirt-Resistenz entweder als Unvermögen der 
Pflanze angesehen werden, Angriffe von Pathogenen effektiv abzuwehren, oder 
als das Unvermögen eines Pathogens, die Pflanze zu besiedeln. Wegen ihrer 
Dauerhaftigkeit wird die NWR als ein robuster Schutz gegen Pathogene 
betrachtet. Die Mechanismen der Nichtwirt-Resistenz können daher als eine 
mögliche Quelle angesehen werden um die Resistenz von Nutzpflanzen zu 
verbessern (Thordal-Christensen 2003; Ellis et al. 2006). So wird beispielsweise 
von Ellis (2006) die Möglichkeit diskutiert, ob Erkenntnisse über die NWR bei der 
Modellpflanze Arabidopsis als Quelle genutzt werden können um Resistenz von 
landwirtschaftlichen Nutzpflanzen zu verbessern. Die Idee dabei wäre, 
Komponenten der NWR, die Arabidopsis gegen nicht angepasste Mehltaupilze 
 
Abbildung 1.1.2: Relativer Betrag von NB-LRR- und 
PRR-triggered immunity zur Nichtwirt-Resistenz von 
Pflanzen (nach Schulze-Lefert & Panstruga 2011, 
verändert) 
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besitzt, auf beispielsweise Gerste zu übertragen, um diese ihrerseits gegen den 
angepassten Mehltau der Gerste widerstandsfähiger zu machen. 
Wirt-Resistenz 
Gelingt es einem Pathogen die Mechanismen der NWR zu überwinden und eine 
Pflanzenart erfolgreich zu besiedeln, dann wird die Pflanze zum Wirt für diese 
Pathogenart und es besteht Basiskompatibilität zwischen Pflanze und Pathogen 
(Heath 1991; Jones und Dangl 2006). Kommt es durch evolutive Anpassung 
erneut zur Krankheitsresistenz in Wirtpflanzen, wird diese Form der Resistenz 
auch Wirt-Resistenz genannt. Diese wirkt in der Regel rassen- und sorten-
spezifisch, d.h. nur eine Pflanzensorte ist gegen eine Pathogenrasse resistent. 
Beispielsweise sind Gerstensorten, die entweder das Resistenzgen Mla12 oder Mlg 
besitzen, resistent gegen die Rasse BghA6 des Echten Gerstenmehltaus 
(Hückelhoven & Kogel 1998; Hückelhoven et al. 1999). Die Wirt-Resistenz ist 
bisher weitaus besser erforscht als die NWR (Mysore & Ryu 2004).  
 
1.1.4. Einfluss von Phytohormonen auf die Pathogenabwehr  
Nachdem ein Pathogen durch das pflanzliche Immunsystem erkannt wurde, 
werden verschiedene Abwehrantworten induziert, deren Regulation u.a. von 
Phytohormonen abhängt (Pieterse et al. 2009). Bisher haben sich die meisten 
Studien zur Rolle von Hormonen in der Interaktion von Pflanzen mit Pathogen auf 
Salicylsäure (SA), Jasmonsäure (JA) und Ethylen (ET) konzentriert (Robert-
Seilaniantz et al. 2011). Mittlerweile wird jedoch immer offensichtlicher, dass 
Pathogen-induzierte Modulationen einzelner hormonabhängiger Signalwege, nicht 
nur im betroffenen Signalweg selber sondern auch über Manipulation weiterer 
Hormone zur Virulenz einiger Pathogene beitragen. Es entwickelt sich gerade ein 
Bild dahingehend, dass es komplexe Wechselwirkungen zwischen den Hormon-
Signalwegen gibt und induzierte Hormonänderungen Krankheit und Resistenz in 
Abhängig vom Lebensstil des Pathogens und der genetischen Ausstattung des 
Wirts modulieren. Als klassische Abwehrhormone werden SA, JA und ET 
betrachtet, während die Rollen von Brassinosteroiden (BR), Cytokininen (CK), 
Gibberellinen (GA), Auxin (IAA) und Abscisinsäure (ABA) in der Modellierung von 
Pflanze-Pathogen Interaktionen neuerdings erst genauer erforscht werden (Grant 
& Jones 2009; Robert-Seilaniantz et al. 2011). Es zeigt sich zunehmend, dass 
positive und negative Regulatoren der einzelnen Hormon-Signalwege bei 
Krankheit und Abwehr entscheidende Ziele von Hormonwechselwirkungen sind 
(Robert-Seilaniantz et al. 2011). Im Folgenden wird ein vereinfachter Überblick 
gegeben wie in Arabidopsis SA-, JA- und den ET-Signalwege zur Abwehr von 
Pathogenen beitragen. Die Quervernetzungen der einzelnen Signalwege sind sehr 
komplex und werden daher nur an einigen Stellen angedeutet. Mögliche Einflüsse 
anderer Hormone und die Wirkung von Pathogen-Effektoren auf das Abwehr-
Signalwegenetz-Netzwerk werden beispielhaft dargestellt (Abbildung 1.1.3).  
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Klassische Abwehrhormone: Salicylsäure, Jasmonsäure und Ethylen 
Der SA-Signalweg aktiviert Abwehrantworten hauptsächlich gegen biotrophe 
Pathogene und der JA-/ET-Signalweg trägt zur Abwehr von nekrotophen 
Pathogen bei (Glazebrook 2005). Gemeinsam repräsentieren sie das Rückgrat 
eines Abwehrsignalwege-Netzwerks (Pieterse et al. 2009). In Abbildung 1.1.3 ist 
eine schematische und vereinfachte Darstellung des Netzwerks der Phytohormone 
in der pflanzlichen Immunantwort bei der Modellpflanze Arabidopsis thaliana 
dargestellt, welches im Folgenden beschrieben wird. Zunächst werden relevante 
Elemente der einzelnen Signalwege beschrieben. 
Bei Akkumulation von SA ändert sich der Redox-Status der Zelle und das Protein-
Oligomer NPR1 (non expressor of pathogen-responsive gene 1) wird zu einer 
aktiven monomeren Form reduziert. NPR1-Monomere wandern vom Cytosol in 
den Zellkern und können dort als Co-Aktivatoren mit verschiedenen 
Transkriptionsfaktoren die Expression SA-responsiver Gene, wie z.B. des 
pathogenesis-related Gens 1(PR-1), aktivieren (Pieterse et al. 2009; Loake et al. 
2007; Dong 2004).  
Akkumuliert JA in einer Zelle, dann bildet sich ein Komplex von JA-Isoleucin (JA-
Ile), der E3 Ubiquitin Ligase SCFCOI1 (Coronatine Insensitive 1 = COI1, fungiert 
dabei als Bindestelle für JA-Ile) und einem JAZ- Protein (Jasmonate Zim); 
letzteres erhält dann eine Ubiquitinierung und wird am 26S Proteasom abgebaut. 
Dadurch wird der Transkriptionsfaktor MYC2 frei und kann die Transkription von 
JA-responsiven Genen, wie z.B. VSP2 (vegetative storage protein 2) aktivieren. 
Die Transkriptionsfaktoren ERF1(Ethylne Response Factor 1) und ORA59 
(octadecanoid-responsive arabidopsis 59) aktivieren ebenfalls JA-responsive 
Gene, wie z.B. PDF1.2 (Plant Defensin1.2), das als Markergen für den JA- und ET- 
Signalweg (s.u.) fungiert (Pieterse et al. 2009; Robert-Seilaniantz et al. 2011; 
Katsir et al. 2008; Lorenzo et al. 2005; Pré et al. 2008). 
Wird ET gebildet und vom membranständigen Ethylenrezeptor ETR1 gebunden, 
dann wird der Transkriptionsfaktor EIN3(Ethylene Insensitive 3) nicht mehr durch 
die E3 Ubiquitin Ligase SCFEBF1/2 ubiquitiniert und abgebaut, sondern freigesetzt. 
EIN3 ähnliche Transkriptionsfaktoren aktivieren ihrerseits Transkriptionsfaktoren 
wie ERF1, die die Transkription der ET-responsive Gene wie PDF1.2 aktivieren 
(Kendrick et al. 2008; Pieterse et al. 2009; Robert-Seilaniantz et al. 2011).  
Quervernetzungen der drei Signalwege untereinander sind an verschiedenen 
Stellen vorhanden (Abbildung 1.1.3); dabei wirken SA und JA oft antagonistisch. 
So verhindert beispielsweise das NPR1 Monomer im Cytosol die Induktion JA-
responsiver Gene (Spoel et al. 2003). JA- und ET-Signalweg beeinflussen sich an 
vielen Stellen positiv, es gibt außerdemHinweise, dass das ET-Signal auch den 
SA-Signalweg positiv beeinflussen kann (Pieterse et al. 2009). Diese Wechsel-
wirkungen zeigen, dass das Netzwerk an sich schon sehr komplex ist und der 
Einfluss von Pathogenen an vielen Stellen möglich sein kann, entweder über 
Effektoren oder durch den Input anderer Hormonsignalwege (Abbildung 1.1.3). 
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Diese Einflüsse durch Effektoren oder andere Hormone werden im Folgenden 
beispielhaft erläutert. 
Einfluss weiterer Hormone: Abscisinsäure, Auxin, Brassinosteroide, 
Cytokinine und Gibberelline 
Ein gut untersuchtes Beispiel für Pathogene, die die Wirtsabwehr durch 
Manipulation des Phytohormon-Haushalts unterdrücken, ist das bakterielle 
Pathogen Pseudomonas syringae (P. syringae) von Arabidopsis (Pieterse et al. 
2009; Nomura et al. 2005). Das hemibiotrophe Bakterium ist in der Lage 
verschiede Effektoren in die Wirtzellen zu sekretieren und von einigen dieser 
Effektoren konnte gezeigt werden, dass sie die Abwehr unterdrücken. Für den 
Effektor AvrRpt2 konnte gezeigt werden, dass er die Virulenz in einer kompatiblen 
Interaktion mit Arabidopsis fördert, indem er die Auxin-Physiologie beeinflusst, 
was zu einem erhöhten Auxin-Level in der Pflanze und verstärkter Anfälligkeit 
führte (Chen et al 2007). Auxin hat einen antagonistischen Effekt auf den SA-
Signalweg, z.B.durch Induktion der JA- Biosynthese (Nagpal et al. 2005).  
 
Abbildung 1.1.3: Schematische und vereinfachte Darstellung des Netzwerks 
der Phytohormone in der pflanzlichen Immunantwort bei Arabidopsis 
thaliana (nach Pieterse et al. 2009) 
Die Salicylsäure- (SA), Jasmonsäure- (JA) und Ethylen- (ET) Signalwege repräsentieren 
das Rückgrat des Abwehrsignalwege-Netzwerks, welches von anderen hormonellen 
Signalwegen gespeist wird. Cross-Kommunikation zwischen den Hormonsignalwegen 
ermöglicht der Pflanze eine hohe regulatorische Kapazität, um ihre Abwehrantwort auf 
die unterschiedlichen Arten von Angreifern zu optimieren. Auf der anderen Seite 
produzieren Pathogene wie beispielsweise P. syringae Effektor-Moleküle (z.B. 
Coronatin, Hopl1 und AvrRpt2), die das Signalwegenetzwerk an verschiedenen Stellen 
manipulieren um die Immunantwort des Wirts zu unterdrücken und somit ihre Virulenz 
zu begünstigen. ┴ = negativer Effekt; Sterne (lila) = positiver Effekt 
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Durch den Effektor HopI1 wird die SA-Akkumulation in den Chloroplasten und 
dadurch die SA-abhängige Abwehrantwort unterdrückt (Jelenska et al. 2007). 
Schließlich imitiert das Phytotoxin Coronatin das Hormon JA und ist dadurch in 
der Lage SA-Abwehr über die Aktivierung des JA-Signalwegs zu unterdrücken 
(Brooks et al. 2005; Uppalapati et al. 2007). Für andere Effektoren von P. 
syringae konnte gezeigt werden, dass sie mit dem ABA-Signalweg interagieren 
und die ABA-Biosynthese aktivieren. Während einer suszeptiblen Interaktion stieg 
die ABA-Menge deutlich und exogen applizierte ABA steigerte die Anfälligkeit 
zusätzlich (de Torres-Zabala et al. 2007). Von ABA konnte allgemein gezeigt 
werden, dass es eine antagonistische Interaktion mit JA/ET-Signalweg der Art 
gibt, dass JA/ET-abhängige Genexpression durch ABA verringert wird (Anderson 
et al. 2004) und ABA über die JA-Biosynthese zur gesteigerten Resistenz gegen 
nekrotrophe Pathogen führt (Adie et al. 2007). Außerdem wurde gezeigt, das ABA 
die SA-abhängige Abwehr antagonistisch beeinflusst (Flors et al. 2008; de Torres-
Zabala et al. 2007). 
Gibberelline sind ebenfalls in der Lage das SA-/JA-/ET-Signalwege-Netzwerk und 
damit die Effektivität der Immunantwort zu beeinflussen, indem sie die Stabilität 
von DELLA-Proteinen regulieren (Grant & Jones 2009; Pieterse et al. 2009). 
DELLA-Proteine unterdrücken das Pflanzenwachstum und deren Abbau wird durch 
GA reguliert; Navarro et al. (2008) konnten zeigen, dass die Stabilisierung von 
DELLA-Proteinen (bei niedrigem GA-Level) die Anfälligkeit von Arabidopsis für 
virulente biotrophe Pathogene und die Resistenz gegen nekrotrophe Pathogene 
erhöht, indem sie die relative Stärke von SA- und JA-Signalweg beeinflussen 
(Abbildung 1.1.3).  
Bisher ist nur wenig darüber bekannt wie Cytokinine und Brassinosteroide (BR) in 
das SA/JA/ET-Netzwerk eingreifen. Cytokinine wirken oft gemeinsam mit Auxin 
bei Zellteilungs- und Differenzierungsprozessen (Pieterse et al. 2009) und werden 
daher mit der Antwort auf biotrophe Pathogene verbunden, die die Physiologie 
ihres Wirtes verändern, wie Plasmodiophora brassicae (verursacht Kohlhernie bei 
Kreuzblütlern) (Siemens et al. 2006; Walters et al. 2006) während BR nach 
exogener Applikation in Reis und Tabak ein breites Spektrum an 
Krankheitsresistenz induzieren (Nakashita et al. 2003). 
 
1.2. Interaktion von Gerste mit verschiedenen phytopathogenen 
Ascomyceten  
1.2.1. Die Nutzpflanze Gerste (Hordeum vulgare L.) 
Gerste (Hordeum vulgare L.) gehört zur Familie der Süßgräser (Poaceae) und 
stammt ursprünglich aus Vorderasien. Sie leitet sich von der Wildart H. 
spontaneum KOCH ab und wurde schon 500 v. Chr. in Kultur genommen (Franke 
2007). Als landwirtschaftliche Nutzpflanze ist sie heute unter anderem in Europa 
von wirtschaftlicher Bedeutung. Sie wird zwar als Brotgetreide verwendet, aber 
hauptsächlich als Futtermittel und als Braugerste genutzt (Oerke & Dehne 2004; 
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Franke 2007). Auf dem Feld wird Winter- und Sommergerste angebaut. In 
Deutschland wurden im Jahr 2005 im Mittel 6,0 t/ha Wintergerste geerntet. 
Weltweit lagen die Erträge im Jahr 2005 im Mittel bei 2,44 t/ha. Gleichzeitig 
nahm die Anbaufläche für Gerste an der Weltgetreideanbaufläche von 10,3% 
(1990) auf 8,2 % (2005) ab (Franke 2007). 
Krankheiten an Gerste führen zu Ertragseinbußen und das weltweite 
Verlustpotential in der Gerstenproduktion wurde von Oerke & Dehne (2004) auf 
knapp 50% der theoretisch erreichbaren Ernte geschätzt. Der größte Teil der 
Verluste geht mit 23% auf Unkräuter zurück, während etwa 15 % Verluste durch 
pilzliche Schaderreger hervorgerufen werden. Puccinia hordei und Blumeria 
graminis f.sp. hordei gehören zu den bedeutendsten pilzlichen Schaderregen der 
Gerste (Oerke & Dehne 2004; Strange & Scott 2005). Pflanzen-
schutzmaßnahmen, wie Unkrautreduktion und Applikation von Fungiziden können 
zwar die Verlust reduzieren, bringen aber andere Nachteile wie z.B. eine 
verstärkte Belastung der Ökosysteme mit sich (Oerke & Dehne 2004). Eine 
nachhaltige Strategie Ernteerträge zu steigern, wäre der Anbau resistenter 
Sorten. Resistenzen in Pflanzen werden im einfachsten Falle von nur einem 
Resistenz(R)-Gen vermittelt (Flor 1971). Auf der Suche nach R-Genen gegen 
verschiedene Pilze wurden in Gerste bereits einige R-Gene gefunden, z.B. 17 Rph 
(Puccinia hordei), 4 Rpg (Puccinia graminis) oder 23 Ml (Blumeria graminis f.sp. 
hordei) (Chelkowsky et al. 2003). Die Interaktion von Gerste mit dem Echten 
Mehltau (Bgh) ist ein gut untersuchtes System und bei der Suche nach R-Genen 
gegen Bgh sind bisher eine Reihe rassen-spezifischer Gene beschrieben worden 
(Boyd et al. 1995). Dazu gehören u.a. Mla Allele, die der Gen-für-Gen-Hypothese 
folgen (Flor 1971; Jørgensen 1994). Der Resistenz-Phänotyp, der je nach Ml-a 
Allel variiert, ist eine hypersensitive Reaktion (Boyd et al. 1995). Mit den Genen 
Rar1 (nar1) und Rar2 (nar2) konnten zwei Gene identifiziert werden, die für die 
Ausbildung der rassen-spezifischen Resistenz des Mla12 Lokus nötig sind 
(Freialdenhoven et al. 1994). 
Eine andere Art von Resistenz wird durch rezessive Allele (mlon) des Mlo-Lokus 
hervorgerufen und diese ist durch die Bildung von Papillen (siehe Kapitel 1.1.2) 
an der Penetrationsstelle charakterisiert (Jørgensen 1992). Die mlo Resistenz ist 
unter Feldbedingungen dauerhaft stabil, richtet sich gegen alle Rassen des 
Mehltaus und wird seit den 1980er Jahren in Sommergerstensorten zur Mehltau-
Kontrolle im Feld eingesetzt (Jørgensen 1992). Freialdenhoven et al. (1996) 
konnten im genetischen Hintergrund einer mlo resistenten Gerstenlinie für Bgh 
anfällige Mutanten erzeugen und mit Ror1 und Ror2 (requiered for mlo-mediated 
resistance) zwei Gene identifizieren, die zur Ausbildung der mlo vermittelten 
Resistenz nötig sind.  
Die mlo-Resistenz ist jedoch nicht wirksam gegen andere phytopathogene Pilze 
der Gerste, wie Rost (Puccinia hordei), Netzflecken (Drechslera teres) oder 
Rhynchosporium-Blattflecken (Rhynchosporium secalis) (Jørgensen 1977, 1992). 
Jarosch et al. (1999) konnten für die Wirtinteraktion von Gerste mit M. oryzae 
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eine Hypersuszeptibilität von mlo-Gerstenpflanzen beobachten. Demnach scheint 
die Abwesenheit eines funktionalen MLO-Proteins in mlo-Genotypen einerseits die 
Resistenz der Gerste gegen Bgh zu gewährleisten, während anderseits genau dies 
die Anfälligkeit für M. oryzae stark erhöht. Das Mlo-Protein ist ein durch sieben 
Helices in der Plasmamembran verankertes Protein, dessen N-Terminus 
extrazellular und dessen C-Terminus intrazellular liegen (Devoto et al. 1999). Am 
cytosolischen C-Terminus des Proteins befindet sich eine amphiphile α-Helix die 
als Calmodulin bindende Domaine fungiert. Ein funktionales Mlo-Protein und eine 
Ca2+-abhängige Bindung von Calmodulin an die cytosolische α-Helix des 
funktionalen Mlo-Proteins sind Voraussetzungen dafür, dass Bgh eine 
Epidermiszelle der Gerste erfolgreich penetrieren kann (Kim et al. 2002; 
Panstruga 2005). Kim et al. (2002) postulieren für Mlo-Proteine eine Sensor-Rolle 
in der Modulation der Abwehrreaktionen, bei der Mlo-Proteine intra- und 
extrazellulare Signale des Pathogens oder Wirtes integrieren um die Abwehr zu 
modulieren. Bgh nutzt seinerseits das Mlo-Protein im übertragenen Sinne als 
Eintrittspforte, um in die Gerstenepidermiszelle zu gelangen (Panstruga 2005).  
 
1.2.2. Pilze der Gattung Magnaporthe  
Die Pilzgattung Magnaporthe gehört zu den Ascomyceten und umfasst mehrere 
verschiedene Arten innerhalb der Familie der Magnaporthaceae (Cannon 1994, 
Rossmann 2007). Pilzarten der Gattung Magnaporthe können über 50 Grasarten 
aus der Familie der Süßgräser (Poaceae) befallen, einschließlich wirtschaftlich 
bedeutender Getreidepflanzen wie Reis (Oryza sativa L.), Gerste (Hordeum 
vulgare L.), Weizen (Triticum aestivum L.) und Hirse (Eleusine coracana L.) 
(Talbot 1995, 2003). Dabei ist das Wirtsspektrum der einzelnen Arten jedoch 
begrenzt (s.u.).  
Magnaporthe-Arten und ihre Wirtsspektren 
Die bekannteste Art der Gattung Magnaporthe ist Magnaporthe oryzae B. COUCH, 
die Reis (Oryza sativa) befällt und Reisbrand (engl. rice blast) verursacht. Die 
anamorphe Form ist Pyricularia oryzae. Bevor Couch und Kohn im Jahr 2002 M. 
oryzae als eine eigene Magnaporthe-Art identifizierten und von der Art 
Magnaporthe grisea (HERBERT) BARR unterschieden (Couch & Kohn 2002), 
wurden Magnaporthe-Isolate, die heute zur Art M. oryzae gehören, zur Art M. 
grisea gezählt. Da Magnaporthe-Isolate von verschiedenen Grasarten 
(Wirtpflanzen) morphologisch nicht zu unterscheiden sind, konnten Couch und 
Kohn (2002) erst auf Grundlage des Vergleichs von Gensequenzen (Aktin, β-
Tubulin und Calmodulin) verschiedene Magnaporthe-Arten innerhalb des M. grisea 
Spezieskomplexes unterscheiden. Magnaporthe-Isolate, die Digitaria-Pflanzen 
(Fingerhirse) befallen, gehören zur Art M. grisea. 
Couch und Mitarbeiter fanden 2005 bei Untersuchungen von 497 M. oryzae- 
Isolaten unterschiedlicher Wirtpflanzen [Reis (Oryzae sativa), Hirse (Setaria spp.) 
„cutgrass“ (Leersia hexandra) und „torpedo grass“ (Panicum repens)] Hinweise 
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darauf, dass Magnaporthe oryzae-Isolate von Reis und anderen Gräsern, die im 
Reisanbau vorkommen, einen gemeinsamen regionalen Ursprung vermutlich im 
mittleren Jangtse-Tal in China vor 7.000 Jahren haben und sich von dort mit der 
Ausweitung des Reisanbaus weltweit ausgebreitet haben. Außerdem gehen sie 
davon aus, dass  nach der Etablierung von M. oryzae auf Reis ein Wirtswechsel  
auf andere Grasspezies, die als 
Unkräuter im Reisanbau wachsen, 
stattgefunden haben kann (Couch et 
al. 2005).  
Zellerhoff et al. (2006) fanden bei 
weiteren phylogenetische Analysen 
heraus, dass Magnaporthe-Isolate der 
Grasart Pennisetum (Lampen-
putzergras) eine dritte, bisher 
unbekannte, Magnaporthe-Art dar-
stellt, die sowohl von M. oryzae als 
auch von M. grisea verschieden ist. 
Zellerhoff et al. (2006) benannten 
diese vorläufig als putativ neue mit 
Pennisetum assoziierte Magnaporthe-
Art (vgl. Abbildung 1.2.1). Im Jahr 
1970 berichteten Prasada & Goyal 
bereits von einem Befall von 
Pennisetum (engl. bajra) (Pennisetum 
typhoides) in Indien durch eine Art des 
Pilzes Pyricularia und schlugen den 
Namen Pyricularia penniseti vor.  
In Abbildung 1.2.1. ist ein 
Stammbaum der drei zurzeit 
beschriebenen Magnaporthe-Arten zu 
sehen, der von Zellerhoff et al. (2006) 
erstellt wurde.  
Park et al. (2009) berichten erstmalig, 
dass M. oryzae-Isolate auch Blätter der 
dikotylen Modellpflanze Arabidopsis 
thaliana befallen und Arabidopsis als 
Wirt nutzen können. Untersuchungen 
von Schreiber et. al (2010) konnten 
dies jedoch so nicht bestätigen. Sie 
haben beobachtet, dass die Blätter, Stängel und Hypokotyle von 
Arabidopsispflanzen von den getesteten M. oryzae-Isolaten nicht befallen wurden, 
während Wurzeln von Arabidopsis durchaus von M. oryzae kolonisiert werden 
konnten. Sie kamen daher zu dem Schluss, dass organspezifische Determinanten 
 
Abbildung 1.2.1: Stammbaum 
verschiedener Magnaporthe–
Isolate, die von unterschiedlichen 
Grasarten isoliert wurden (nach 
Zellerhoff et al. 2006). 
Im Stammbaum sind die Namen der 
Magnaporthe-Isolate (links), ihrer zuge-
hörigen Wirtpflanzen, von denen sie isoliert 
wurden (Mitte) und die Artnamen, denen  
sie jeweils zugeordnet wurden (rechts), 
dargestellt.  
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und zusätzlich noch unterschiedliche Umweltbedingungen die Effektivität der 
Nichtwirt-Resistenz von Pflanzen beeinflussen. Allgemein bleibt die Ansicht 
bestehen, dass Arabidopsis kein Wirt für M. oryzae ist (Maeda et al. 2010; 
Schreiber et al. 2010) und sich somit das Wirtsspektrum weiterhin auf Grasarten 
der Poaceae beschränkt.  
Symptome und Ernteverluste durch Magnaporthe oryzae 
Reisbrand ist eine Blattflecken-Krankheit, bei der ellipsenförmige Läsionen auf der 
Oberfläche von Reisblättern entstehen, die ein nekrotisches Zentrum und eine 
chlorotische Begrenzung aufweisen (Talbot 1995; Wilson & Talbot 2009). M. 
oryzae befällt Reispflanzen in allen Entwicklungsstadien und kann neben den 
Blättern auch Halme, Nodien (Knoten) und Rispen (engl. panicles) infizieren 
(Wilson & Talbot 2009). Im Feld führt ein Befall des Rispenhalses (engl. neck 
blast) und der Rispen (engl. panicle blast) hauptsächlich zu Ernteverlusten. Der 
Pilz sporuliert breitflächig an den Knoten (Nodien) am Reishalm und verrottet den 
Rispenhals einer reifenden Reispflanze, was entweder zum Verlust der ganzen 
Rispe führt oder die Kornfüllung und Reifung verhindert (Talbot 1995; Wilson & 
Talbot 2009).  
Magnaporthe oryzae gehörte neben dem Asiatischen Sojabohnenrost (Phakopzora 
pachiryzy) und dem Weizenstengelrost (Puccinia graminis) zu den wichtigsten 
biologischen Bedrohungen für die Lebensmittelversorgung der Menschheit 
(Pennisi 2010). Bei Befall durch M. oryzae sind im Reisanbau Ernteverluste bis zu 
100 % möglich (Pennisi 2010; Wang & Valent 2009). Mit der Ausdehnung des 
Reisanbaus über Asien, Lateinamerika und Afrika breite sich auch der Pilz aus und 
in über 85 Ländern ist bisher von einem Befall von Reis durch Magnaporthe 
berichtet worden (Wang & Valent 2009). Zunehmend werden auch andere 
Nutzgräser wie Gerste, Weizen und Hirse durch Magnaporthe-Arten infiziert. Sato 
et al. (2001) berichteten beispielsweise, dass ein Magnaporthe-Befall in Thailand 
auf Gerstenfeldern, die in Nachbarschaft zu Reisfeldern lagen, aufgetreten ist. Ein 
Befall von Weizen durch Magnaporthe wurde in Brasilien Mitte der 1980er Jahre 
erstmalig dokumentiert und der dann so genannte wheat-blast entwickelte sich in 
Brasilien zu einer bedeutenden Krankheiten an Weizen (Urashima et al. 1993, 
2004; Urashima et al. 2009 in Wang & Valent 2009). Bei Weizen werden 
hauptsächlich die Ähren durch Magnaporthe befallen, was zu spike-blast-
Symptomen und komplettem Verlust der infizierten Ähren führt (Urashima et al. 
2004). In Ostafrika ist Magnaporthe im Hirseanbau (Eleusine coracana) eines der 
Pathogene, die große Ernteverluste verursachen (Mgonja et al. 2007). 
Interessanterweise kann Magnaporthe unter Laborbedingungen neben 
überirdischen Pflanzenteilen auch Wurzeln von Reis, Gerste und Arabidopsis 
befallen (Sesma & Osbourn 2004; Jansen et al. 2006; Schreiber et al. 2010). 
Sesma & Osbourn (2004) konnten zeigten, dass Magnaporthe als eigentlich Blatt-
infizierendes Pathogen auch Eigenschaften eines klassischen Wurzel-infizierenden 
Pathogens aufweist und Reispflanzen über die Wurzeln systemisch infizieren und 
blast-Symptome auf den Blättern hervorrufen kann. Unklar ist jedoch noch, ob 
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eine Wurzelinfektion auch auf dem Feld eine Rolle bei der Ausbreitung von 
Magnaporthe spielt (Ribot et al. 2008). Im Folgenden wird daher nur der mit 
einer Blattinfektion verbundene Lebenszyklus von M. oryzae beschrieben.  
Lebenszyklus von Magnaporthe oryzae  
M. oryzae reproduziert sich im Feld asexuell durch die Bildung von Konidien (vgl. 
Abb. 1.2.2), im Labor lässt sich allerdings auch die sexuelle Phase induzieren und 
genetisch analysieren. Konidien von M. oryzae sind dreizellig und entstehen bei 
hoher Luftfeuchte in Läsionen und gelangen durch den Wind oder Spritzwasser zu 
neuen Wirtpflanzen. Ist eine Konidie auf der Oberfläche eines Reisblattes 
gelandet, muss sie sich so schnell wie möglich anheften und infizieren, da M. 
oryzae -Konidien nicht lange lebensfähig sind (Talbot 1995). Aus einem 
Kompartiment an der Konidienspitze tritt bei Anfeuchten der Konidie ein Klebstoff 
aus (engl. musilage), der die Konidie auf der Blattoberfläche anheftet (Hamer et 
al. 1988). Die Konidien sind fähig in freiem Wasser innerhalb von zwei Stunden 
mit einem Keimschlauch auszukeimen (Hamer & Talbot 1998). Der Keimschlauch 
wächst über eine kurze Distanz aus und bildet an seiner Spitze ein Appressorium, 
eine spezialisierte, gewölbte Zelle, mit der die Pflanzenzelle penetriert wird 
(Hammer & Talbot 1998). Zur Penetration wird in einem Appressorium ein hoher 
Tugordruck durch die Akkumulation von osmotisch wirksamen Substanzen, wie 
Glycerol, aufgebaut (de Jong et al. 1997). Der zelluläre Tugordruck wird in 
mechanische Kraft umgesetzt, die von einem sich bildenden Penetrationskeil 
genutzt wird um sich durch die Blattkutikula zu drücken (Wilson & Talbot 2009). 
Invasives Wachstum von M. 
oryzae erfolgt nun in zwei 
Phasen: in der ersten 
Wachstumsphase befindet 
sich der Pilz bei Beginn der 
Besiedlung einer Wirtszelle 
zunächst in einer biotrophen 
Phase, und im späteren 
Verlauf bei Erscheinen von 
Läsionen geht er in eine 
zweite, nekrotrophe Phase 
über. M. oryzae wurde aus 
diesem Grund als 
hemibiotrophes Pathogen 
klassifiziert, welches in 
frühen Stadien der Infektion 
eine deutliche biotrophe 
Phase aufweist (Talbot 2003; Ebbole 2007; Kankanala 2007; Wilson & Talbot 
2009).  
Kankanla et al. (2007) haben in einer cytologischen Studie das Wachstum von 
Magnaporthe im Wirtsgewebe anfälliger Pflanzen durch live-cell-imaging genauer 
 
Abbildung 1.2.2: Lebenszyklus des 
Reisbrandpilzes Magnaporthe oryzae (nach 
Wilson & Talbot 2009, verändert) 
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untersucht und dabei festgestellt, dass M. oryzae in der biotrophen Phase nach 
der Penetration zunächst in der ersten Epidermiszelle mit einer primären 
Infektionshyphe (Heath et al. 1990) einwächst, die von der Plasmamembran der 
Wirtszelle umgeben ist. Die primäre Infektionshyphe verzweigt sich dann und 
bildet dickere blasenartige Hyphen, die M. oryzae wahrscheinlich nutzt, um 
Nährstoffe aus der lebenden Zelle aufzunehmen; diese sekundären Hyphen 
scheinen daher Haustorien von obligat biotrophen Pilzen analog zu sein. Nach 
etwa 48 Stunden beginnt der Pilz Nachbarzellen zu besiedeln, wozu er die 
Plasmodesmata nutzt (Kankanla et al. 2007). Das Einwachsen in die 
Nachbarzellen geschieht ebenfalls ohne vorheriges Absterben der Zellen 
(Kankanla et al. 2007). Sobald allerdings die Nachbarzellen befallen sind, verliert 
die erst Zelle ihre Fähigkeit zur Plasmolyse. Dies deutet daraufhin, dass die 
Zellmembran beschädigt ist. Im weitern Verlauf der Besiedlung wächst M. oryzae 
ins Mesophyllgewebe und nach 72 bis 96 Stunden bilden sich blast-Läsionen aus; 
bei hoher Luftfeuchte werden in den Läsionen neue Konidien an Konidienträgern 
gebildet. Die Konidien werden schließlich mit dem Wind zur Infektion neuer 
Pflanzen verbreitet (Wilson & Talbot 2009). Jede Läsion kann dabei mehrere 
hundert Konidien über mehrere Tage verteilt produzieren und abgeben (Kato et 
al. 1969). M. oryzae wurde als Modellorganismus zur Untersuchung von Pflanze-
Pathogen-Interaktionen bisher in vielen Studien verwendet (Ebbole 2007). 
 
Pflanzenhormone beeinflussen die Entwicklung von Magnaporthe oryzae 
Anfälligkeit von Reispflanzen für M. oryzae ist einerseits anhängig vom 
physiologischen Entwicklungsstand der Pflanze und andererseits beeinflussen 
Umweltfaktoren die Entstehung von Krankheitssymptomen (Ribot et al 2008). Die 
Anfälligkeit von Reispflanzen für M. oryzae nimmt gewöhnlich mit dem Pflanzen- 
und Blattalter ab, während Umweltbedingungen, wie kühle Temperaturen, die 
Entwicklung von M. oryzae begünstigen und zu einer erhöhten Anfälligkeit von 
Reis für M. oryzae beitragen (Roumen et al. 1992; Koga et al. 2004). Überflutung 
von Reispflanzen führt im Feld zu einer geringeren Anfälligkeit, während 
Trockenstress („upland“-Bedingungen) die Anfälligkeit fördert (Lai t al. 1999; 
Bailey et al. 2009). Ein Zusammenhang zwischen diesen Beobachtungen und den 
pflanzeneigenen Hormonen wurde in verschiedensten Studien hergestellt, z.B. ist 
bereits bekannt, dass Reispflanzen bei Wachstum mit nur wenig Wasser hohe 
Level an ABA und niedrige Level an ET akkumulieren, während überflutete 
Reispflanzen genau gegenteiliges Verhalten zeigen und hohe Mengen an Ethylen 
produzieren, während nur wenig ABA akkumuliert (van der Straeten et al. 2001; 
Kende et al. 1998). 
Verschiedene Studien haben darüber hinaus gezeigt, dass Pflanzenhormone die 
Interaktion von Reis mit M. oryzae sowohl positiv wie auch negativ beeinflussen 
können. Matsumoto et al. (1980) haben Effekte von exogenen applizierten 
Pflanzen-hormonen auf die kompatible Interaktion von Reis mit P. oryzae 
untersucht und dabei beobachtet, dass Behandlungen mit Auxinen (u.a. IAA) die 
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Anzahl der blast-Symptome stark reduzierte, während Behandlungen mit 
Abscisinsäure oder Kinetin diese deutlich erhöhten. Bei Gibberellin-Applikationen 
konnten sie eine tendenzielle Zunahme der Symptomanzahl beobachten.  
Nakashita et al. (2003) konnten zeigen, dass Brassinolid (BL), das vermutlich das 
wichtigste Brassinosteroid- Hormon in Pflanzen ist, in Reis Resistenz gegen 
Magnaporthe induziert.  
Reispflanzen enthalten im Vergleich zu Tabak, Arabidopsis oder Gurkenpflanzen 
zwar ein höheres basales Level an Salicylsäure, aber scheinbar ist SA kein 
effektives Signalmolekül in Reis um viele Abwehrgene zu aktivieren und Resistenz 
in Reis zu induzieren (Yang et al. 2004). Wurden SA-defiziente Reispflanzen mit 
M. oryzae infiziert, so konnte eine gesteigerte Anfälligkeit für oxidativen burst, 
der durch avirulente Isolate ausgelöst wurde, festgestellt werden. Gleichzeitig 
war in SA-defiziente Reispflanzen die Abwehrgen-Expression nicht messbar 
beeinflusst. Yang und Mitarbeiter schlossen daher aus ihren Daten, dass 
endogene SA eine wichtige Rolle in der Redox-Balance zum Schutz der 
Reispflanzen vor oxidativem Stress spielt. 
Schweizer et al. (1997) haben die Rolle von Jasmonsäure (JA) in Reispflanzen in 
einer kompatiblen Interaktion mit M. oryzae untersucht und festgestellt, dass JA-
induzierbare Gene ohne Zunahme des endogenen JA-Levels in Reisblättern nach 
Magnaporthe-Befall aktiviert werden. Interessanterweise konnte eine exogene 
Applikation von JA vor Inokulation keine lokale Resistenz in einer kompatiblen 
Interaktion induzieren, obwohl PR-Genexpression durch JA induzierte wurde 
(Schweizer et al. 1997; Iwai et al. 2006). Verwundung und exogene JA-
Behandlung induzieren jedoch systemische Resistenz gegen Magnaporthe in 
einem vergleichbaren Maß (Schweizer et al. 1998).  
Iwai et al. (2006) konnten an jungen Reispflanzen, die das Pi-i Resistenz-Gen 
tragen (IL7) und bei M. oryzae Befall durch Bildung von Nekrosen durch 
hypersensitive Reaktion (HR) resistent reagieren, beobachten, dass 48 Stunden 
nach Befall eine erhöhte Ethylen-Emission messbar war, die von einer Zunahme 
des 1-Aminocyclopropan-1-Carbonsäure-(ACC) Levels und zunehmender ACC-
Oxidase-Aktivität begleitet wurde. In anfälligen Wildtyp-Pflanzen war im Vergleich 
dazu nur ein verstärkter Anstieg des ACC-Levels 96 Stunden nach Befall 
festzustellen. Wurden IL7-Pflanzen mit einem Inhibitor der ACC-Synthase 
behandelt, so blieb die Ethylen(ET)-Emission in IL7 48 Stunden nach Befall aus 
und statt HR-Nekrosen breiteten sich Blast-Läsionen aus. Exogen appliziertes ACC 
komplementierte den durch den Inhibitor verursachten Zusammenbruch der 
Resistenz in IL7. Inhibitoren der ET-Aktion unterdrückten die Resistenz jedoch 
nicht. Iwai et al. (2006) folgerten daher aus ihren Ergebnissen, dass die 
Biosynthese von Ethylen und dem Beiprodukt Cyanid für eine HR-begleitende 
Resistenz gegen M. oryzae in jungen Reispflanzen nötig ist. Dabei scheint für die 
R-Gen-vermittelte Resistenz gegen Reisbrand das Ethylen selber nicht die 
wichtige Substanz zu sein, sondern vielmehr das Cyanid, das als Beiprodukt bei 
der Ethylenbiosynthese gebildet wird (Iwai et al. 2006). 
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In einer Studie von Yang et al. (2008) konnte für Gibberelline gezeigt werden, 
dass sie eine negative Rolle bei der basalen Resistenz von Reis einnehmen. Die 
Änderung der Resistenz korrelierte mit dem GA-Level in der Pflanze. Eine 
Überexpression eines Gens für ein GA-abbauendes Enzym (EUI) führte zu 
erhöhter Resistenz gegen Magnaporthe, während ein knockout die Resistenz 
reduzierte.  
Das Pflanzenhormon ABA unterdrückte in Studien von Koga et al. (2004) die 
pflanzen-spezifische Resistenzreaktion von Reispflanzen, die das Resistenzgen Pi-
z’ tragen, bei Infektion mit M. oryzae.  
Jiang und Mitarbeiter (2010) haben kürzlich über ein antagonistisches Verhalten 
zwischen ABA-Signalweg und SA-Signalweg in der Reis/Magnaporthe Interaktion 
berichtet. Dabei reduzierte exogen applizierte Abscisinsäure die Resistenz von 
Reis sowohl in einer kompatiblen als auch in inkompatiblen Interaktionen von 
Reis mit unterschiedlichen Magnaporthe-Isolaten. Dies deutet darauf hin, dass 
ABA sowohl die basale als auch die R-Gen-vermittelte Resistenz von Reis gegen 
Magnaporthe negativ reguliert. Jiang et al. konnten zeigen, dass zwei 
Schlüsselkomponenten (WRKY45 und OsNPR1) des SA-Signalwegs in Reis, die bei 
inkompatiblen Blast-Interaktionen transkriptionell induziert werden, durch ABA 
eindeutig in der Transkription unterdrückt werden. Außerdem waren ABA 
responsive Gene in einer anfälligen Blast-Interaktion in einem zu WRKY45 und 
OsPR1b reziproken Muster induziert, während sie in einer inkompatiblen 
Interaktion nur marginal induziert waren. Für Jiang et al. (2010) deutete dies 
darauf hin, dass die Balance von SA- und ABA-Signalweg eine wichtige 
Determinante für die Entstehung von Krankheit oder Resistenz in einer 
Reis/Magnaporthe-Interaktion ist. Darüber hinaus konnten Jiang et al. (2010) 
ABA in Hyphen und Konidien sowie im Kulturmedium von zwei Magnaporthe-
Isolaten detektieren. Dies könnte darauf hindeuten, dass ABA des Pilzes lokal an 
der Infektionsstelle eine Rolle bei der Stimulierung des ABA-Signalweges der 
Pflanze spielt.  
1.2.3. Echte Mehltau-Pilze der Gattung Blumeria graminis 
Echte Mehltaupilze der Gattung Blumeria (früher Erysiphe) gehören zu den 
Ascomyceten und besitzen eine obligat biotrophe Lebensweise. Dies bedeutet, 
dass sie einen lebenden Wirt benötigen, von dem sie sich ernähren, um wachsen, 
sich entwickeln und ihren Lebenszyklus durchlaufen zu können. Der Pilz penetriert 
dabei die Zellwand von Wirtzellen ohne die Plasmamembran zu zerstören und 
nimmt auf diese Weise Nährstoffe auf (Both & Spanu 2004). Die Art B. graminis 
wird in so genannte formae speziales (f.sp.) unterteilt, die sich morphologisch 
nicht unterscheiden lassen, aber eine Wirt-Spezifität besitzen, d.h. jede f.sp. 
befällt nur eine einzelne Grasart der Familie der Poaceae. Von wirtschaftlicher 
Bedeutung sind dabei Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) und Blumeria graminis 
f.sp. tritici (Bgt), die Gerste bzw. Weizen befallen (Both & Spanu 2004). Starke 
Mehltau-Infektionen auf dem Feld reduzieren das Wachstum der Pflanzen und die 
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Ernteerträge, da der photosynthetisch fixierte Kohlenstoff vom Pilz absorbiert 
wird und nicht mehr in die Biomassenproduktion der Pflanze bzw. in die 
Kornfüllung geht (Both & Spanu 2004). In der Landwirtschaft werden 
Pflanzenschutzmaßnahmen bei Getreide zur Kontrolle des Mehltaubefalls 
eingesetzt und bei der Fungizidentwicklung eine Wirksamkeit von Präparaten 
gegen Echten Mehltau geprüft (Gullino et al. 2000; Both & Spanu 2004). 
 
Lebenszyklus von Bgh 
Eine Übersicht des Lebenszyklus von Bgh haben Both & Spanu (2004) 
zusammengestellt. Bgh ist in der Lage, sich sowohl sexuell als auch asexuell zu 
vermehren (siehe Abbildung 1.2.3). Zur sexuellen Verwehrung werden unter 
ungünstigen Umweltbedingungen, z.B. am Ende der Wachstumsperiode vor dem 
Winter, dickwandige Kleistothecien (Fruchtkörper mit Ascosporen) gebildet, die 
den Winter überdauern und dem Pilz außerdem sexuelle Rekombination des 
genetischen Materials (durch die sattfindende Meiose) ermöglichen. 
Während der Wachstumssaison durchläuft der Pilz mehrfach seinen asexuellen 
Lebenszyklus, bei dem er in schneller Abfolge eine große Menge Konidien bildet, 
deren Windverbreitung zu einer sehr effektiven Ausdehnung der Krankheit auf 
einem Feld innerhalb kurzer Zeit führt. Wird eine Konidie durch den Wind zu 
einem Gerstenblatt verfrachtet, so heftet sie sich nach der Landung innerhalb von 
Sekunden durch die Abgabe einer extrazellularen Matrix an die Blattoberfläche. 
Etwa zwei Stunden nach der Anheftung keimt die Konidie zunächst mit einem 
primären Keimschlauch aus. Wenig später bildet sich ein sekundärer, 
appressorialer Keimschlauch, der sich verlängert und innerhalb von 8 bis 12 
Stunden nach Kontakt am Ende ein Appressorium ausbildet, mit dessen Hilfe die 
Pflanzenzelle penetriert wird. Durch die Kombination von mechanischen Druck 
und enzymatischem Abbau von Cutin und Cellulose wächst ein Penetrationskeil 
unterhalb des Appressoriums direkt durch die Kutikula und pflanzliche Zellwand in 
die Epidermiszelle ein. Die Penetrationshyphe differenziert sich in der 
Epidermiszelle zu einem fingerförmig verzweigten Ernährungsorgan, dem 
Haustorium. Dieses ist von der Plasmamembran der Wirtzelle umgeben. Eine 
extrahaustorielle Membran umgibt das Haustorium und geht kontinuierlich in die 
Plasmamembran der Wirtzelle über. Nach der Etablierung eines Haustoriums, 
wächst der Pilz mit sekundären Hyphen ausschließlich auf der Blattoberfläche 
weiter. Es entwickelt sich ein ausgedehntes Mycel von dem aus weitere 
Epidermiszellen penetriert und Haustorien gebildet werden. Ab etwa vier Tagen 
nach Inokulation entstehen innerhalb des Mycels konidiogene Zellen, an denen 
neue Konidien in Ketten gebildet werden. Die sporulierenden Kolonien werden 
zunehmend als weißer pudriger Belag auf der Blattoberfläche sichtbar und ihr 
Aussehen gab der Krankheit ihren Namen.  
Eine Mehltaupustel kann bis zu 200.000 Konidien produzieren, die sehr schnell 
mit dem Wind innerhalb eines Feldes und über große Distanzen verbreitet werden 
können (Both & Spanu 2004). 
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Die Interaktion von Gerste mit Bgh ist neben ihrer wirtschaftlichen Bedeutung ein 
wissenschaftlich interes-santes Pathosystem um Interaktions-mechanismen von 
Pflanzen und Patho-genen zu untersuchen (Thordal-Christensen et al. 2000). 
Es konnten bereits Erkenntnisse über die einzelnen Entwicklungs-stadien von Bgh 
vor und nach Penetration einer Zelle gesammelt werden (Thordal -Christensen et 
al. 2000). Neueste Genomforschungen mit Bgh geben einen Einblick, wie sich die 
Mehltaupilze durch Retro-Transposon-Ausbreitung, Genom- größen-Ausdehnung 
und Genverluste, an ihre biotrophe Lebensweise angepasst haben können (Spanu 
et al. 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1.2.3: Schematische Darstellung des Lebens-
zyklus von Blumeria graminis f.sp. hordei (nach Both 
& Spanu 2004, verändert; Fotos: S. Ulferts/RWTH 
Aachen)  
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1.3. Fachdidaktische Umsetzung – von der wissenschaftlichen 
Forschung in den Schulunterricht 
Das Schulfach Biologie hat Erziehungs- und Bildungsziele, welche Spörhase-
Eichmann & Ruppert (2010) übersichtlich zusammengestellt und drei Ebenen 
zugeordnet haben. Neben der Erziehung und Bildung des Individuums (1. Ebene) 
trägt der Biologieunterricht zur gesellschaftlichen Entwicklung (2. Ebene) und zur 
Förderung der Biowissenschaften (3. Ebene) bei. In den Richtlinien und 
Lehrplänen (Ministerium für Schule und Weiterbildung, Wissenschaft und 
Forschung des Landes NRW, 1999) ist der Auftrag des Faches Biologie in der 
gymnasialen Oberstufe formuliert, wobei Erziehung und Unterricht zu einer 
wissenschaftspropädeutischen Ausbildung der SuS führen sollen und den SuS 
Hilfen zur persönlichen Entfaltung und Aufbau von sozialer Verantwortlichkeit 
gegeben werden sollen. Dabei sollen die SuS zunehmend für ihr Lernen 
Verantwortung übernehmen, einerseits selbständiger werden und andererseits 
Kooperationsbereitschaft und Teamfähigkeit entwickeln (Ministerium für Schule 
und Weiterbildung, Wissenschaft und Forschung des Landes NRW, 1999).  
Um wissenschaftspropädeutisch arbeiten und lernen zu können, benötigen die 
SuS ein vernetztes fachliches Grundlagenwissen, Selbstständigkeit, Reflexions – 
und Urteilsfähigkeit. Um SuS in ihrer persönlichen Entfaltung zu unterstützen, 
sollen beispielsweise ihre individuellen Fähigkeiten weiter ausgebaut werden. 
Außerdem sollen sie bei ihrer Studien- und Berufswahl unterstützt werden 
(Ministerium für Schule und Weiterbildung, Wissenschaft und Forschung des 
Landes NRW, 1999). Mit dem Erwerb der Allgemeinen Hochschulreife (Abitur) 
verfügen die SuS über unterschiedliche Kompetenzen (vgl. Tabelle 8.3.1 im 
Anhang). Einzelne Kompetenzen werden dabei verschiedenen 
Kompetenzbereichen (Fachkenntnisse, Methoden, Kommunikation und Reflexion) 
zugeordnet und sind neben den Fachkenntnissen ein Bestandteil der 
Abiturprüfung (Kultusministerkonferenz, 2004).  
Für die Abiturprüfung verbindliche Fachinhalte der gymnasialen Oberstufe 
gliedern sich in drei Themenbereiche und umfassen 8 Basiskonzepte, die im 
Folgenden beschrieben werden (Kultusministerkonferenz, 2004). 
Die einzelnen Themenbereiche stellen unterschiedliche Herangehensweisen und 
Denkweisen in den Vordergrund.  
- Themenbereich A) umfasst Themen aus der Physiologie, Zellbiologie, 
Genetik und fokussiert Funktionszusammenhänge und deren molekulare 
Grundlagen.  
- Themenbereich B) umfasst Themen zur Ökologie und Nachhaltigkeit und 
fokussiert das Denken in vernetzten Systemen.  
- Themenbereich C) umfasst Themen zur Evolution und Zukunftsfragen und 
betont das Denken in Entwicklungsprozessen und zeitlichen Dimensionen. 
Als Basiskonzepte werden in der EPA die „Prinzipien der Biologie“ bezeichnet. 
Dazu zählen die Konzepte „Struktur und Funktion“, „Reproduktion“, 
„Kompartimentierung“, „Steuerung und Regelung“, „Stoff- und 
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Energieumwandlung“, „Information und Kommunikation“, „Variabilität und Ange-
passtheit“, „Geschichte und Verwandtschaft“ (Kultusministerkonferenz, 2004). 
Diese Basiskonzepte sollen den SuS Zugänge und Strukturierungen der 
Themenbereiche ermöglichen und den SuS helfen Gegenstände der Biologie zu 
fassen und in bereits erworbenes Wissen einzuordnen. Andererseits wird eine 
Metareflexion der erworbenen Kenntnisse durch die Basiskonzepte möglich 
(Kultusministerkonferenz, 2004).  
Bei der Bearbeitung von Aufgaben (siehe Kapitel 1.3.1) durch die SuS gibt es drei 
Anforderungsbereiche (AFB), die die Tiefe der Anforderungen beschreiben, d.h. 
sie unterscheiden sich vor allem im Grad der Selbständigkeit bei der Bearbeitung 
der Aufgaben und dem Grad der Komplexität. Dabei umfasst AFB I die 
Wiedergabe von einfachen Inhalten (Reproduktion). AFB II umfasst die 
selbständige Anwendung von Fachmethoden und Herstellung neuer Kontexte 
(Reorganisation) und AFB III die eigenständige Planung und Umsetzung 
(Transfer) (Kultusministerkonferenz, 2004).  
Aktuelle wissenschaftliche Forschungsvorhaben aus dem Bereich der 
Phytopathologie eignen sich dazu, den in der EPA geforderten Aufbau der 
unterschiedlichen Kompetenzen im Schulunterricht zu unterstützen, indem 
Anwendungsbezüge und neue Kontexte für bereits erlerntes Fachwissen 
geschaffen werden. Dies kann in Form von materialgebundenen, 
schülerorientierten Aufgaben (vgl. Kapitel 1.3.1) geschehen, die die SuS zu 
kompetentem Handeln anleiten. Dazu muss zunächst eine Anknüpfung der 
wissenschaftlichen Inhalte an Fachinhalte in den drei genannten 
Themenbereichen geprüft werden. Die SuS lernen beispielsweise in der 
Einführungsphase (EF) der Oberstufe im Themenbereich A) den Aufbau 
pflanzlicher Zellen im Vergleich zu tierischen Zellen kennen (Ministerium für 
Schule und Weiterbildung, Wissenschaft und Forschung des Landes NRW, 1999). 
Ein konkreter Bezug zum Thema Phytopathologie könnte den SuS nun einen 
möglichen Anwendungsbezug für ihr erworbenes Wissen über pflanzliche Zellen 
geben, indem sie die Besiedlung einer Pflanzenzelle durch einen pilzlichen 
Krankheitserreger näher untersuchen. Dazu müssen sie neben Fachkenntnissen 
zum Aufbau der Zelle weitere Kompetenzen aus dem Bereich der 
Erkenntnisgewinnung (z.B. Mikroskopie) oder Kommunikation (korrekte 
Verwendung von Fachsprache) entwickeln bzw. nutzen. In diesem Kontext 
können dann weitere Fragestellungen von den SuS entwickelt werden, z.B. wie 
Abwehrstrategien der Pflanze ablaufen können oder welche Bekämpfungs-
möglichkeiten des Pilzes zur Reduktion von Ernteverlusten einem Landwirt zur 
Verfügung stehen. Hier ergibt sich eine Verknüpfungsmöglichkeit zum 
Themenbereich B) „Ökologische Verflechtungen und nachhaltige Nutzung“ in der 
Qualifikationsphase. Auch das Arbeitsfeld eines Wissenschaftlers, der sich mit 
Krankheitsresistenzen bei Pflanzen befasst, kann im Themenbereich C) unter 
evolutiven oder genetischen Aspekten thematisiert werden. 
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Eine Zuordnung jeweiliger Aufgaben zu den entsprechenden Basiskonzepten soll 
den SuS die Einordnung der neuen Zusammenhänge in ihr vorhandenes Wissen 
erleichtern.  
 
1.3.1. Arten von Aufgaben im Biologieunterricht 
Bisher gibt es eine große Vielfalt von Aufgabenarten, z.B. Aufgaben zum Üben, 
Wiederholen, Vertiefen, Festigen, Prüfen und Testen, welche bereits in hohem 
Maße im Unterricht eingesetzt werden (Leisen, 2006). Allgemein können diese 
unterschiedlichen Aufgaben in zwei Klassen, in Lern- bzw. Leistungsaufgaben 
eingeteilt werden, wobei bisher in Deutschland Aufgaben nur selten zum Lernen 
von etwas Neuem eingesetzt werden (Leisen 2006). 
In einem kompetenzorientierten Unterricht im Fach Biologie sollen die SuS durch 
die Vermittlung von Fachwissen zu kompetentem Handeln angeleitet werden 
(Schlieker, 2012). Die Bildungsstandards für den mittleren Schulabschluss (KMK, 
2005) legen fest, über welche Kompetenzen die SuS am Ende der Sekundarstufe 
I in den jeweiligen Kompetenzbereichen Fachwissen, Erkenntnisgewinnung, 
Kommunikation und Bewertung verfügen sollen. Darauf aufbauend legen die 
„Einheitlichen Prüfungsanforderungen in der Abiturprüfung - Biologie“ 
(Kultusministerkonferenz, 2004) fest, welche Kompetenzen (vgl. Tabelle 8.3.1) 
bei den SuS mit Erwerb des Abiturs entwickelt sein sollen. Standard- oder 
kompetenzorientierte Aufgaben treten daher zunehmend in den Vordergrund, 
wobei der Kompetenzerwerb mit den Aufgaben gefördert oder diagnostiziert 
werden kann (Pohlmann et al. 2012). 
Mit Hilfe von kompetenzfördernden Aufgaben, wie sie beispielsweise im Projekt 
„Biologie im Kontext“ für die Sekundarstufe I entwickelt wurden (Lücken et al. 
2008), können im Fachunterricht gezielt die Bildungsstandards umgesetzt und 
der Kompetenzaufbau gefördert werden. Neben dem Erwerb von Fachwissen 
bauen die SuS durch die Bearbeitung der Aufgaben ihre Kompetenzen im Bereich 
der Erkenntnisgewinnung, Bewertung und Kommunikation je nach Ausrichtung 
der Aufgabe aus. Gropengießer et al. (2006) bezeichnet Aufgaben als Werkzeuge, 
welche im Unterricht einen Wechsel vom Belehren zum Lernen fördern. Wenn 
Aufgaben in den Mittelpunkt von Unterricht gestellt werden, wird es den 
Lernenden ermöglicht, mehr Eigenverantwortung für ihren Lernprozess zu 
übernehmen (Gropengießer et al. 2006). Außerdem wird das in den Richtlinien 
geforderte selbständige Lernen und Arbeiten unterstützt (Ministerium für Schule 
und Weiterbildung, Wissenschaft und Forschung des Landes NRW, 1999). Die SuS 
können sich mit Aufgaben entweder ein Wissensgebiet neu erschließen, oder 
Sicherheit durch Anwenden von Erlerntem in unbekannten Zusammenhängen 
erlangen oder Probleme lösen, wobei die SuS neben der Verwendung ihres 
Fachwissens auch die Nutzung verschiedener Kompetenzen (s.o.) einüben und 
festigen. 
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Bei den in dieser Arbeit erstellten Aufgaben handelt es sich um material-
gebundene, kompetenzorientierte Aufgaben zum Lernen, deren Aufgaben-
stellungen gemäß der EPA (Kultusministerkonferenz, 2004) formuliert sind, indem 
einerseits nur die zugelassenen Operatoren (Arbeitsanweisungen) verwendet 
werden und anderseits jeder Aufgabe die Kompetenzen (vgl. Tabelle 8.3.1) 
zugeordnet werden, welche mit den Aufgaben eingeübt werden können. Es 
handelt sich hierbei nicht um Prüfungsaufgaben, sondern um Lernaufgaben, die 
den Formalia der Abituraufgaben ähnlich sind, damit die SuS die Möglichkeit im 
Unterricht erhalten die Bearbeitung solcher Aufgaben zu üben und die 
Kompetenzen aufbauen zu können, die sie benötigen.  
Alle Aufgaben sind als Bausteine zu verstehen, die verschiedene Methoden, z.B. 
zur Ausbildung von allgemeinen oder naturwissenschaftlichen Kompetenzen (vgl. 
Tab. 8.3.1) beinhalten und daher entsprechend ausgewählt werden können. Sie 
können unterschiedlich zu einer Unterrichtseinheit kombiniert oder einzeln in 
bestehende Unterrichtsreihen aufgenommen werden. Die Methoden umfassen 
z.B. das Erstellen einer Mind-Map oder Strategien zur Texterschließung und zu 
mündlichem Vortragen im Sinne der „Kernaussagen-Methode“ nach Leisen 
(2003). Zur Unterstützung der Sprachentwicklung, Einübung und Anwendung von 
korrekter Fachsprache im Biologieunterricht bietet sich die Arbeit mit Wortfeldern 
nach Leisen (2003) an. Darüberhinaus gibt es Aufgaben, mit denen das 
wissenschaftliche Arbeiten im Bereich der Erkenntnisgewinnung durch 
Experimentieren gefördert oder die Entwicklung von Modellvorstellungen 
unterstützt wird. 
 
1.3.2. Außerschulischer Lernort „Universität“ 
Neben der Aufgabenentwicklung für den Unterricht in der Schule (s.o.), stellt der 
Besuch einer Universität als außerschulischer Lernort, eine weitere Möglichkeit 
dar, aktuelle wissenschaftliche Forschung den SuS näher zu bringen. Dazu soll in 
der vorliegenden Arbeit ein Programm entwickelt und erprobt werden, welches 
zur Etablierung einer Schüleruniversität im Fach Biologie an der RWTH Aachen in 
Kooperation dem Verein MINT-EC (s.u.) genutzt wird.  
Außerschulische Lernorte sind allgemein Lernorte außerhalb des Schulgeländes, 
zu denen beispielsweise verschiedene Lebensräume (Wald und Gewässer), 
Naturlehrgebiete (Lehrpfad, Freilandlabor), Naturschutz-und Umweltzentren, 
verschiedene Betriebe (Bauernhof, Forstamt) als Beispiele für angewandte 
Biologie, biologische Sammlungen (Tierparkt, botanischer Garten) oder 
Schülerlabore und Science Center gehören (Mayer 2006). Mayer stellt positiv 
heraus, dass das Aufsuchen von außerschulischen Lernorten dem Interesse der 
SuS entgegenkommt, aber eine Lernwirksamkeit durch Forschungsbelege zurzeit 
nur schwach untermauert sei. Das vielgestaltige Angebot an Objekten, 
Phänomenen oder Institutionen geht dabei über die Möglichkeiten in der Schule 
hinaus und ergänzt das Angebot der Schulen. Unmittelbare Erfahrungen 
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(Primärerfahrungen), die Kommunikation mit Experten und die Authenzität 
werden als Vorteile gennannt. Betont wird von Mayer (2006) aber auch, dass eine 
genaue didaktische Planung vor dem Besuch eines didaktisch nicht aufbereiteten 
Lernorts (Wald) bzw. Informationen über das gebotene Programm in einem 
Museum sowie eine intensive Vor- und Nachbereitung mit den SuS notwendig ist, 
damit der Besuch des Lernorts zum Lernerfolg beiträgt.  
Ein Besuch eines außerschulischen Lernorts ist außerdem nicht an die in der 
Schule übliche zeitliche Regulierung gebunden und kann daher längere und sonst 
unzugängliche Erfahrungen bieten. So können z.B. in einem Schülerlabor Arbeiten 
durchgeführt werden, die in der Schule nur schwer oder gar nicht umsetzbar sind 
wie z.B. gentechnische Versuche (Mayer 2006). Schülerlabore, wie z.B. das 
XLab/Göttingen bieten beispielsweise Schüler-Experimentier-Camps zu 
verschiedenen Themen, Abiturvorbereitungskurse oder vertiefende Kurse zur 
Studienorietierung an. Dabei soll eine Brücke zwischen Schule und Hochschule 
geschlagen werden; dies ermöglicht den SuS sich nach der Teilnahme an 
bestimmten Veranstaltungen begründet für oder gegen ein naturwissen-
schaftliches Studium zu entscheiden, da sie die naturwissenschaftlichen 
Arbeitsweisen und ihre eigenen Fähigkeiten praxisnah kennengelernt haben 
(www.xlab-goettingen.de). Einige Hochschulen bieten sogenannte 
Sommeruniversitäten an, die ebenfalls den SuS zur Studienorientierung dienen 
sollen. Der Verein MINT-EC ist eine Initiative der Wirtschaft, die sich die 
Förderung von naturwissenschaftlichen Gymnasien und die Qualifizierung von 
MINT-Nachwuchskräften in Deutschland zum Ziel gesetzt hat (www.mint-ec.de). 
Der Verein möchte den Schulunterricht in den MINT-Fächern Mathematik, 
Informatik und Naturwissenschaften an Schulen verbessern. Dazu bietet er 
beispielsweise in Kooperation mit Universitäten SuS die Möglichkeit, sogenannte 
Summer oder WinterSchools an den Universitäten zu besuchen. Dort können die 
SuS außerhalb des regulären Unterrichts eine Woche lang an unterschiedlichen 
Workshops teilnehmen, mit Studenten ins Gespräch kommen und die 
Universitäten mit ihren verschiedenen Studiengängen kennenlernen. 
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1.4. Ziele dieser Promotion 
Die Arbeit umfasste einen fachwissenschaftlichen und einen fachdidaktischen 
Teilbereich. 
 
Ziel im fachwissenschaftlichen Teilbereich war es die Interaktion der Nutzpflanze 
Gerste (Hordeum vulgare L.) mit Pilzen der Gattung Magnaporthe bezüglich drei 
Aspekten zu untersuchen: 
I. Ausgewählte Phytohormone sollten auf eine Beteiligung bei der 
Etablierung von Pilzerkrankungen der Gattung Magnaporthe auf Gerste 
untersucht werden. 
II. Hordatine, antimikrobiell wirksame Substanzen in Gerstenblättern, 
sollten auf eine Beteiligung an der Resistenzausbildung der Gerste 
gegenüber verschiedenen Magnaporthe Isolaten untersucht werden. 
III. Bedeutung der emr1 Mutation für die Differenzierung von Pilzen auf der 
Blattoberfläche sollte in vivo untersucht werden. 
 
Ziel im fachdidaktischen Teilbereich war es wissenschaftliche Fragestellungen mit 
schulischen Inhalten zu verknüpfen, um wissenschaftliche Forschungsvorhaben 
aus dem Bereich der Phytopathologie in den Schulunterricht einzubringen. Um 
dieses Ziel zu erreichen wurde der fachdidaktische Teilbereich in fünf Aspekte 
gegliedert: 
1. Identifizierung eines geeigneten Pflanze-Pilz-Systems für den Einsatz in der 
Schule. 
2. Die Entwicklung von Schulversuchen bzw. Modellen auf Basis 
wissenschaftlicher Experimente und Vorstellungen.  
3. Erstellung von materialgebundenen Aufgaben, die in Bezug zu den 
Lehrplänen/ Kompetenzanforderungen/ Anforderungsbereichen gesetzt 
werden, und Kombination zu einer möglichen Unterrichtseinheit  
4. Erprobung der erarbeiteten Lernmaterialien im Schulunterricht. 
5. Etablierung einer Schüleruniversität im Fach Biologie an der RWTH, 
wodurch den Schülern eine engere Verknüpfung von Schulwissen und 
wissenschaftlich aktueller Forschung ermöglicht wird. 
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2. Material und Methoden 
2.1. Chemikalien, Geräte und Labormaterialien 
In dieser Arbeit verwendete Chemikalien und Labormaterialien wurden, wenn 
nicht anders vermerkt, von den Firmen AppliChem, Bio-Rad, Difco, Eppendorf, 
Sarstedt, Roth, Merck, Sigma-Aldrich, Fluka, Roche, Gerbu und Peqlab bezogen. 
Zur Herstellung von Lösungen und Nährmedien wurde deionisiertes Wasser aus 
einer Milli-RO-Anlage (als Aqua dest. bezeichnet) verwendet und bei  
molekularbiologischen Arbeiten wurde Wasser aus einer Milli-Q-Anlage (als 
bidest. Wasser bezeichnet) eingesetzt, welches vor Gebrauch autoklaviert wurde. 
Glas- und Reaktionsgefäße sowie Pipettenspitzen, die bei Arbeiten mit 
Nukleinsäuren verwendet wurden, wurden vor Gebrauch ebenfalls autoklaviert. 
Lösungen, die bei Arbeiten mit RNA eingesetzt werden sollten, wurden mit 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt bzw. mit DEPC-behandeltem bidest. 
Wasser angesetzt.  
Eine Übersicht über die verwendeten Geräte, Verbrauchsmaterialien und 
Chemikalien ist in den Tabellen 2.1.1, 2.1.2 und 2.1.3 zu finden. Verwendete 
Enzyme, Kits, Plasmide und Bakterienstämme sind in einer separaten Tabelle 
(2.1.4) zusammengestellt.  
 
Tabelle 2.1.1: verwendete Geräte 
Gerätebezeichnung Hersteller bzw. Lieferant 
ABIPrism 7000 Sequence Detection 
System  
Applied Biosystems, Foster City USA 
Autoklaven (Systec VX-150; Tecnoclav, 
INTEGRO Biosciences) 
Systec GmbH, Wetterberg, Deutschland; 
Tecnomara Deutschland GmbH, Fernwald, 
Deutschland. 
Dampfdrucktöpfe Fissler, Idar-Oberstein, Deutschland 
Digitalkameras (Nikon 50D; 
JVC KYF 750) 
Nikon GmbH, Düsseldorf, Deutschland; VICTOR 
COMPANY, Japan 
Elektrophoresekammern MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutschland 
Gefriertruhen (-85°C ultra low freezer; 
-20°C LIEBHERR Comfort) 
New Brunswick Scientific GmbH, Nürtigen, 
Deutschland;  
Geldokumentationssystem (De Vision 
DBOX) 
Decon Science Tec, Hohengandem Deutschland 
Horizontalschüttler für Reaktionsgefäße Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
Hybridisierungsofen (Hybridization 
Oven/Shaker) 
Amersham Life Sciences, Freiburg, Deutschland 
Inkubatoren Ehret, Deutschland; Memmert, Deutschland 
Mikroskope (Leica DMR, DMRBE;  
Nikon ECLIPSE 50i) 
Leica microsystems, Wetzlar, Deutschland; 
Nikon Corporation, Tokyo, Japan 
Netzgeräte (Powerpac 300; 
PowerSupply CONSORT E143) 
Biorad Laboratories GmbH, München, 
Deutschland; 
PCR-Cycler (PTC-200; peqSTAR, 96 
Universal Gradient) 
MJ Research, Watertown, USA; peqLAB 
Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland 
pH-Meter Mettler Toledo, Giessen, Deutschland 
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Pflanzenschränke (Growth Cabinet 
MLR-350, Versatile Environmental Test 
Chamber MLR-350H) 
Sanyo, München, Deutschland 
Protean II-Elektrophoreseapparatur Bio-Rad, München, Deutschland 
Stereolupe (Leica MZ16) Leitz microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Schüttelwasserbad GFL 1086 Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel, 
Deutschland 
Sterilbänke (Microflow;LABGARD) Stolco, Düsseldorf, Deutschland; INTEGRA 
Biosciences GmbH, Fernwald, Deutschland 
Spektrophotometer Beckmann DU 
7500; DU 800 
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland 
Thermoblock UnitekTM HBS-130 Peq-Lab, Erlangen, Deutschland 
Ultraviolet Crosslinker Amersham Life Sciences, Freiburg, Deutschland 
Wasseraufbereitungsanlage (Milli-RO 
und Milli-Q) 
Millipore, Billerica, USA 
Zentrifugen (Centrifuge 5415D, 5417R; 
Centrifuge J2-21;  
Megafuge 1.0R) 
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland; 
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland; 
Heraeus Instruments GmbH, Hanau, 
Deutschland 
 
Tabelle 2.1.2: verwendete Chemilalien 
Chemikalie Hersteller bzw. Lieferant 
Abscisinsäure Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Agar-Agar Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Agmatin Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Ampicillin Fluka Chemika AG, Buchs, Schweiz 
1-Aminocyclopropan-carbonsäure Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Anilinblau für die Mikrobiologie u. 
Mikroskopie 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
2,2’-Azino-di-(3-ethyl-
benzthiazolin-6-sulfonsäure) 
(ABTS) 
Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Entwickler-/Fixier-Lösungen für 
Röntgenfilme 
Agfa GmbH, Köln, Deutschland 
Gelatine Merck, Darmstadt, Deutschland 
Giberrelinsäure (GA3) Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Glycerin Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Guajacol, reinst Merck, Darmstadt, Deutschland 
Indolessigsäure (IAA) Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Javel-Wasser (Hypochlorit-Lösung) Delhaize Group N.V., Brüssel, Belgien  
Kinetin Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
8-hydroxy-quinoline (= 8-
Quinolinol) 
Fluka Chemika AG, Buchs, Schweiz 
NaOH (Natronlauge) Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
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Pepton Difco, Becton Dickinson and Company, Sparks USA 
Potato Dextrose Agar (PDA) Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Natriumsalicylat Sigma-Aldrich-Chemie GmbH, München, 
Deutschland 
Tween20® (Polyoxyethylen-
sorbitanmonolaurat) 
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland 
Zitronensäure  GERBU Biotechnik GmbH, Gaiberg, Deutschland 
 
Tabelle 2.1.3: verwendete Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Hersteller bzw. Lieferant 
Anti-Digoxigenin-AP, Fab-Fragments Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
Blocking Reagenz  Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
CSPD-Reagenz Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
DNA-Größenmarker (GeneRulerTM 
ladder mix; O’GeneRulerTM 1kb ladder) 
ThermoSCIENTIFIC (ehemals Fermentas) St. 
Leon-Rot, Deutschland 
Erde Typ ED 73 Blaster Einheitserdewerk GmbH, Fröndenberg, 
Deutschland 
Filterpapier Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Gel-Blotting-Papier Schleicher und Schuell, Dassel, Deutschland 
dNTPs   ThermoSCIENTIFIC (ehemals Fermentas) St. 
Leon-Rot, Deutschland 
Membran für Northern-Blot-Analyse 
(GeneSreen Plus Hybridization Transfer 
Membrane) 
PerkinElmerSA/NV, Zaventem, Deutschland 
Petrischalen Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen, 
Deutschland 
Pflanztöpfe Göttinger, (7x7x8,5/ 
8x8x10/ 10x10x10/ 20x20x20 
Kantenlänge) 
Hermann Meyer KG, Willich, Deutschland 
Pipettenspitzen Greiner bio-one GmbH, Frickehausen, 
Deutschland 
Protein Assay (Reagenz zur 
Proteingehaltsbestimmung) 
Bio-Rad, München, Deutschland 
Reaktionsgefäße (1,5 und 2 mL) Eppendort AG Hamburg, Deutschland und 
Sarstedt, Nümbrecht. Deutschland 
Röntgenfilme Amersham Life Sciences, Freiburg, Deutschland 
Schutzfolie (Optical Adhesive Cover)  Applied Biosystems, Forster City, USA 
Schraubdeckelgefäße (15 und 50 mL) Greiner bio-one GmbH, Frickehausen, 
Deutschland 
96-Well-Platten (Thermo-Fast® 96 
Detection Plates) 
Abgene, Surrey, UK 
 
Tabelle 2.1.4: verwendete Kits, Enzyme, Bakterienstämme und Plasmide 
Bezeichnung Hersteller bzw. Lieferant 
Kits 
JetStar Plasmid Mini Kit Genomed GmbH, Bad Oeynhausen, 
Deutschland 
Peq GOLD RNAPureTH Peq-Lab, Erlangen, Deutschland 
Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix 
UDG with Rox 
Invitrogen, Karsruhe, Deutschland 
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QIAquick Gel Extraction Kit QIAgen AG, Hilden, Deutschland 
mMESSAGE mMACHINE® High Yield Capped 
RNA Transcription T7 Kit 
Ambion, Austin, USA 
Enzyme 
Silver Star Taq-Polymerase EuroGenTec S.A., Lüttich, Belgien 
Hot Gold Star Taq-Polymerase EuroGenTec S.A., Lüttich, Belgien 
EcoRI, BamHI, MluI, SpeI, ApaLI, HindIII ThermoSCIENTIFIC (ehemals Fermentas) 
St. Leon-Rot, Deutschland 
Ligase (T4-Ligase) Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
RNase A und RNase H Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
DNase I, RNas free Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
Shrimp alkalische Phosphatase  Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, 
Deutschland 
RevertAidTH M-MuLV Reverse Transkriptase Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 
Bakterienstämme 
Escherischia coli DH5α Institutsbestand, Biologie III, RWTH Aachen 
Escherischia coli K12 prototroph Dr. Zimmermann, Aachen 
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 
Isolat 4419 (produziert Phaseolotoxin) 
Prof. Slusarenko, Aachen 
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 
Isolat 592 (produziert kein Phaseolotoxin) 
Prof. Slusarenko, Aachen 
Plasmide 
pT7-BSMV- α 
pSGJ6 (pT7-BSMV- β∆CP) 
pSGJ1 (pT7-BSMV-γMCS) 
Merete Albrechtsen, Dänemark 
(Bruun-Rasmussen et al. 2007) 
pT7-BSMV-γ-TaPDS Nowara, IPK Gatesleben (Nowara, 2008) 
 
2.2. Pflanzen und Pathogene 
2.2.1. Die Versuchspflanzen 
Die meisten Versuche wurden mit der Sommergersten-Sorte Ingrid durchgeführt. 
Dabei handelte es sich um Pflanzen des Genotyps Mlo und um Pflanzen der 
nahezu isogenischen Rückkreuzungslinie BCIngridmlo5 (vgl. Tabelle 2.2.1). 
Letztere wurde ebenfalls für VIGS-Versuche verwendet.  
 
Tabelle 2.2.1: Übersicht der verwendeten Gerstensorten und –mutanten; SG= 
Sommergerste; WG= Wintergerste 
Gerstensorten/ 
-mutanten 
Genotyp Bezugsquelle 
Ingrid (SG) MLO/EMR1 Max-Planck-Institut für 
Züchtungsforschung, Köln Rückkreuzung BCIngridmlo5 
(SG) 
mlo5/EMR1 
Steptoe Wildtyp A. Kleinhofs, Department of Crop 
and Soil Sciences, Washington 
State University, Pullman 
Az34 (= nar2a) nar2a 
Himalaya Wildtyp MLO/ 
GRD2/SIN1/GSE 
 
 
 
Peter M. Chandler, CSIRO Plant 
M463 grd2-463 
M489 grd2 
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M640 sin1d Industry, Canberra, Australien 
M121 gse1e  
M693 gse1n 
Morex MLO Dr. P. Schweizer, IPK Gatersleben 
Sultan5 MLO Max-Planck-Institut für 
Züchtungsforschung, Köln 
Hannah (WG) MLO BASF Plant Science, Limburgerhof 
Pallas MLO Institutsbestand Biologie III-
Pflanzenphysiologie, RWTH Aachen 
Golden Promise MLO Institutsbestand Biologie III-
Pflanzenphysiologie, RWTH Aachen 
MLO/emr1 MLO/emr1 Institut für Biologie III- 
Pflanzenphysiologie- RWTH Aachen 
emr1 mlo5/emr1 Institut für Biologie III- 
Pflanzenphysiologie- RWTH Aachen 
 
Mutanten im Gibberellinsäure-Stoffwechsel (M463; M489; M640; M121; M693) 
sind im genetischen Hintergrund des Kultivars Himalaya und wurden für 
Infektionsstudien mit Magnaporthe von P. Chandler zur Verfügung gestellt. Die 
Az34-Mutante und der zugehörige Wildtyp Steptoe sowie weitere Gerstensorten 
(Morex, Sultan5, Hannah, Pallas und Golden Promise) wurden bei 
Untersuchungen zur Rolle der Abscisinsäure in der Gerste/Magnaporthe 
Interaktion verwendet.  
Auf der Blattoberfläche der emr1-Mutante wurden Untersuchungen zur Dif-
ferenzierung von pilzlichen Pathogenen vor der Penetration durchgeführt. 
2.2.1.1 Anzucht der Versuchspflanzen 
Gerstenkaryopsen wurden zum Keimen in Petrischalen auf angefeuchtetes 
Filterpapier ausgelegt und über Nacht bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert. 
Bei Steptoe und Az34 war ein vorheriges Schälen der Körner notwendig. 
Erde vom Typ ED 73 (Balster GmbH) wurde zur Anzucht der Versuchspflanzen 
verwendet. Die Karyopsen, bei denen die Keimwurzel die Samenschale 
durchbrochen hatte, wurden in Töpfe ausgepflanzt. Dazu wurden sechs bis 10 
Karyopsen pro Topf in Plastiktöpfe, welche mit feuchter ED 73 Erde zu ¾ gefüllt 
waren, so ausgelegt, dass die Keimwurzeln alle in eine Richtung zeigten, damit 
für die spätere Inokulation die Blätter möglichst gleichmäßig wachsen konnten. 
Die Karyopsen wurden mit Erde bedeckt, gewässert und sofort in die 
Phytokammer (18° C, 65% relative Luftfeuchte, 8h Nacht/16h Tag) gebracht. 
Sieben Tagen nach Aussaat war das Primärblatt der Gerstenpflanzen komplett 
entfaltet und konnte für eine Inokulation mit Magnaporthe oder Echtem Mehltau 
verwendet werden.  
Pflanzen, die für ein Virus-induced Gene Silencing- Experiment mit Viren infiziert 
werden sollten, wurden in Pflanzenschränken (Licht/Dunkel von 16h/8h und einer 
Temperatur von 26°C/23°C) angezogen und bereits fünf Tage nach Aussaat mit 
Virus infiziert. Nach etwa zwei Wochen war das Sekundärblatt voll entfaltet. Nach 
etwa 2,5 bis 3 Wochen konnte das Tertiärblatt mit Magnaporthe inokuliert 
werden.  
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2.2.1.2 Ernten von Blattproben 
Sollte RNA aus Blattmaterial extrahiert werden, so wurden von fünf 
Primärblättern pro Probe die Spitzen entfernt und die Blätter sofort in einem 
15mL-Reaktionsgefäß in flüssigem Stickstoff eingefroren. Bei VIGS-Versuchen 
wurde nur ein etwa 4 cm großes Stück eines Blattes pro Probe in 2mL-
Reaktionsgefäße geerntet und sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren.  
Für Hormonextraktionen wurden jeweils fünf Gerstenprimärblätter pro Probe  
komplett geerntet und in flüssigem Stickstoff eingefroren.  
Sollten infizierte Blätter fluoreszenz-mikroskopisch analysiert werden, so wurden 
fünf ganze Primärblätter in Entfärbe-Lösung A geerntet (Detektion phenolischer 
Substanzen). Sollte eine Anilinblau-Färbung gemacht werden, wurden fünf Blätter 
sofort nach der Ernte in Entfärbe-Lösung B gelegt. Eine DAB-Färbung erfolgte 
sofort nach dem Abschneiden der zu färbenden Blätter. Eine Sakaguchi-Färbung 
wurde sofort nach der Präparation von infiziertem Epidermisgewebe auf 
Objektträgern durchgeführt. Sollte die Entwicklung von Pilzen auf der 
Blattoberfläche der Gerste mikroskopisch analysiert werden, wurden die Blätter 
auf viereckige Petrischalen mit Entfärbe-Lösung C geerntet und waagerecht 
inkubiert. 
Sollten Enzymextraktionen aus Blättern durchgeführt werden, wurden je Probe 
zwei Gerstenblätter in Alufolie gelegt und in flüssigem Stickstoff eingefroren. 
Für makroskopische Analysen wurden zwei bis fünf repräsentative Gerstenblätter 
ausgewählt, auf Wasseragarplatten gelegt und fotografiert. 
2.2.2. Pathogene 
Die Versuche zur Rolle der Phytohormone und der Hordatine in Gerstenblättern 
wurden mit Pilzen der Gattung Magnaporthe durchgeführt, die sich als 
hemibiotrophe Pilze auf verschiedenen Nährmedien anziehen lassen und unter 
künstlichen Lichtbedingungen zum Sporulieren gebracht werden können.  
Zusätzlich wurde der Echte Mehltau für Versuche mit der emr1-Mutante 
verwendet. Außerdem wurde für Arbeiten, die außerhalb es Labors in Schulen 
durchgeführt werden sollten, ein Isolat des Echten Mehltaus von einem Feld im 
Raum Aachen geholt. 
2.2.2.1 Pilze der Gattung Magnaporthe 
In Tabelle 2.2.2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Pilzisolate der Gattung 
Magnaporthe aufgelistet. Ihre jeweilige Wirtpflanze, Herkunft und Bezugsquelle 
sind außerdem angegeben. Die Isolate TH6772 und BR32 verursachen auf Gerste 
blast-Symptome und werden daher als Wirt-Isolate bezüglich Gerste bezeichnet. 
Die Isolate CD180 und BR29 verursachen dagegen auf Gerste keine blast-
Symptome und werden daher als Nichtwirt-Isolate bezüglich Gerste bezeichnet 
(Zellerhoff et al. 2006). 
 
 
MATERIAL UND METHODEN 
 40 
Tabelle 2.2.2: Übersicht der verwendeten Pilzisolate der Gattung Magnaporthe 
Isolat Wirtpflanze Herkunft/Bezugsquelle 
TH6772 Oryza sativa (Reis) Japan/Institute of Biochemistry, Faculty of 
Agriculture, Tamagawa University, Machida-
shi, Japan 
BR32 Triticum aestivum (Weizen) Brasilien/CIRAD Montpellier 
CD180 Pennisetum sp. 
(Lampenputzergras) 
Elfenbeinküste/CIRAD Montpellier 
BR29 Digitaria sanguinalis 
(Fingerhirse) 
Brasilien/CIRAD Montpellier 
 
2.2.2.2 Anzucht von Magnaporthe 
Pilze der Gattung Magnaporthe wurden von Trockenkulturen auf HSA-Platten im 
Dunkeln bei 23°C im Inkubationsschrank angezogen. Zur Sporulation der Isolate 
CD180 und BR29 wurden von den mit Mycel bewachsenen Platten Agarblöckchen 
ausgeschnitten und auf frische HSA-Platten übertragen; TH6772 und BR32 
wurden alternierend auf die selbe Weise auf RBA- und PDA-Platten überführt. 
Zur Induktion der Sporulation wurden die angeimpften Pilzplatten unter einer 
Lichtbank mit Schwarzlicht (310–360 nm) - und Weißlichtröhren bei 21 °C und 16 
h Tag/8 h Nacht-Rhythmus inkubiert und nach 14 Tagen konnten Sporen von den 
Platten geerntet werden (s.u.).  
Haferflocken-Stärke-Agar(HSA)-Medium 
Zur Herstellung wurden 10g lösliche Stärke (aus Kartoffeln, AppliChem), 2g 
Hefeextrakt, 20g Haferflocken (Kölln) und 20g Agar in 1L Aqua dest. 
aufgekocht. Anschließend wurde das Medium für 20 Min. bei 121° C und 1 
bar autoklaviert und unter einer Sterilbank in Petrischalen gegossen. 
Potato-Dextrose-Agar(PDA)-Medium 
Zur Herstellung wurden 15.6 g fertige Potato-Dextrose-Agar-Mischung in 
400 ml Aqua dest. gut geschüttelt. Das Medium wurde für 20 Min. bei 121° 
C und 1 bar autoklaviert und anschließend unter einer Sterilbank in 
Petrischalen gegossen. 
Reisblattagar(RBA)-Medium 
50 g frische (oder gefrorene) Reisblätter wurden in ca. 700 ml Aqua dest. 
zerkleinert und durch eine Lage Mull filtriert. Es wurde auf das Endvolumen 
von 1000 ml aufgefüllt; es wurden 10 g lösliche Stärke (aus Kartoffeln, 
AppliChem), 2 g gemörserte Bierhefe-Tabletten (Biolabor® Vitalstoffe) und 
15 g Agar (Roth) zugegeben. Das Medium wurde für 20 Minuten bei 121° 
C/ 1 bar autoklaviert und anschließend unter einer Sterilbank in 
Petrischalen gegossen. 
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2.2.2.3 Inokulation der Versuchspflanzen mit Magnaporthe 
Herstellung der Sporensuspension zur Inokulation 
Je zwei bis drei Petrischalen wurden 14 Tage nach dem Ausplattieren der 
Pilzisolate mit Aqua dest. bedeckt und das Mycel inklusive Konidien mit einem 
Spatel abgekratzt. Die Suspension wurde durch drei Lagen Mull filtriert, um Agar- 
und Mycelteile von der Sporenlösung zu trennen. Die Sporen wurden 
mikroskopisch mit Hilfe einer Thoma-Kammer ausgezählt und durch Verdünnen 
mit Aqua dest. oder durch Einengen mittels Zentrifugation auf eine Konzentration 
von 400.000 Sporen pro Milliliter eingestellt. Diese Lösung wurde 1:2 mit einer 
Gelatine/Tween20- Lösung (0,2 g Gelatine (Merck) in 100 ml Aqua dest. bei 50°C 
lösen, abkühlen lassen und 100 µl Tween20 (Roth) zugeben) verdünnt um eine 
Sporenkonzentration von 200.000 Sporen/mL zu erhalten. Die Gelatine wurde 
zugesetzt, damit die Sporen auf der hydrophoben Blattoberfläche besser haften 
bleiben und das Detergenz Tween20 setzt die Oberflächenspannung der 
Flüssigkeit herab. 
Inokulation von ganzen Gerstenpflanzen 
Die Gerstenpflanzen wurden mit Hilfe eines Druckluftsprühgeräts mit der 
Sporensuspension besprüht, bis die Blätter gleichmäßig von allen Seiten mit 
kleinen Tröpfchen bedeckt waren. Der Abstand des Sprühgeräts zu den Pflanzen 
betrug dabei ca. 40-50 cm. Die Pflanzen wurden für 24 Stunden in einen 
Dunkelinkubator bei annähernd 100% Luftfeuchtigkeit und ca. 27° C gestellt. 
Anschließend wurden die Pflanzen in die Klimakammer (18° C, 65% relative 
Luftfeuchte, 8h Nacht/16h Tag) überführt, wo sie bereits nach der Aussaat 
gestanden hatten. Dort wurden sie nach Pilz-Isolaten getrennt bzw. Kontrollen 
ohne Pilz jeweils unter ein Plastikzelt gesetzt. Als Kontrolle, um zu überprüfen ob 
die Gelatine/Tween20- Lösung ohne Sporen eine Reaktion in den Pflanzen 
auslöst, wurde diese mit Aqua dest. (1:2) verdünnt und auf die entsprechenden 
Kontrollpflanzen gesprüht. Die Kontrollbehandlung von einem Teil der 
Versuchspflanzen erfolgte stets vor der Inokulation mit Sporen des Nichtwirt-
Pathogens (CD180 oder BR29). Als letztes wurden Pflanzen mit der Sporenlösung 
des Wirtpathogens (TH6772 oder BR32) besprüht. 
Inokulation abgeschnittener Gerstenblätter auf Platten  
Sollten Blätter auf Agarplatten für VIGS-Versuche mit einer Magnaporthe-
Sporenlösung inokuliert werden, wurde die Sporenlösung in eine Glasflasche 
eines „Handzerstäubers“ gefüllt und die Blätter aus einem Abstand von etwa 20 
cm gleichmäßig besprüht.  
 
2.2.2.4 Konservierung von Magnaporthe-Isolaten 
Herstellung von Trockenkulturen 
Zur langzeitigen Konservierung von Magnaporthe-Pilzen wurden Trockenkulturen 
angelegt, indem auf HSA-Platten sterile 0,5x0,5 cm große Stückchen einer 
Nylonmembran (Firma Boehringer Mannheim, Deutschland) ausgelegt wurden. 
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Die Platten wurden mittig mit einem pilzbewachsenen Agarblöckchen von etwa 
zwei Wochen alten Pilzplatten angeimpft und in einem Brutschrank inkubiert. Als 
nach etwa zwei Wochen die Nylonmembranstücke mit Mycel überwachsen waren, 
wurden diese mit einer sterilen Pinzette vom Nährmedium abgenommen, in 
Petrischalen gelegt und in einem Exsikkator für etwa eine Woche getrocknet. In 
2ml-Reaktionsgefäßen wurden die Trockenkulturen bei -20°C über mehrere 
Monate gelagert.  
Herstellung einer Sporensuspension zur Kryokonservierung  
Zur Konservierung von Magnaporthe-Sporen wurde eine Malzextrakt-Lösung 
(Endkonzentration 4%ig, 400.000 Sporen/mL) verwendet (nach Knorst, 
Diplomarbeit 2010). Eine Sporensuspension wurde wie oben beschrieben mit 
bidest. Wasser hergestellt und auf eine Konzentration von 800.000 Sporen/mL 
eingestellt. Die Sporensuspension wurde mit einer Malzextrakt-Lösung zu 
gleichen Teilen gemischt und in 15ml-Reaktionsgefäße überführt. Diese wurden in 
ein Gefäß mit Isopropanol gestellt und in folgenden Schritten abgekühlt und 
schließlich eingefroren: a) etwa 30 Minuten, 4°C-Raum; b) etwa 30-45 Minuten, -
20°C-Raum; c) etwa 20 Minuten, -20°C-Truhe; d) Lagerung bei -70°C. 
Isopropanol diente dazu, die Sporensuspensionen langsam einfrieren zu lassen, 
da es die Eigenschaft besitzt pro Minute um etwa ein Grad abzukühlen. 
Schockartiges Einfrieren der Sporensuspensionen in flüssigem Stickstoff hat sich 
als ungeeignet erwiesen, da die Sporen ihre Keimfähigkeit verloren.  
Um die Sporen für eine Inokulation nutzen zu können, wurden die gefrorenen 
Sporensuspensionen in einem 42°C-Wasserbad zügig aufgetaut. Um die 
Malzextrakt-Lösung zu entfernen wurde für 5 Minuten bei 3200 rpm (Megafuge 
1.0R) zentrifugiert, der Überstand verworfen, das Sporenpellet vorsichtig mit 
Aqua dest. gewaschen und in Aqua dest resuspendiert (400.000 Sporen/mL). 
Diese Sporensuspension wurde, wie zuvor beschrieben, mit einer 
Gelatine/Tween20-Lösung gemischt und zur Inokulation verwendet. 
8%-Malzextrakt-Lösung 
4 g Malzextrakt (Roth) wurden in 50 mL bidest. Wasser gelöst. 
2.2.3. Der Echte Mehltaupilz  
Bei Versuchen zur Entwicklung von Pilzen auf der Blattoberfläche der emr1-
Mutante der Gerste wurde der Echte Mehltau der Gerste, Blumeria graminis f.sp. 
hordei Isolat K1 (Max Planck Institut für Züchtungsforschung, Köln) und der 
Echte Mehltau von Weizen, Blumeria graminis f.sp. tritici (Feldisolat, Nähe 
Aachen) eingesetzt.  
Um Experimente mit Echtem Mehltau der Gerste für den Einsatz in Schulen zu 
entwickeln, wurde ein eigens gesammeltes Feldisolat aus dem Raum Aachen 
genutzt. 
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2.2.3.1 Anzucht von Echtem Mehltau und Inokulation  
Das Bgh-Isolat K1 wurde auf lebenden Pflanzen der Gerstensorte Golden Promise 
in einem Pflanzenanzuchtschrank (18 °C; 65% relative Luftfeuchte; 16h Tag/8h 
Nacht) angezogen und durch wöchentliche Übertragung auf neu angezogene 
Pflanzen am Leben erhalten. Der Weizenmehltau wurde auf Pflanzen der 
Weizensorte Feldkrone ebenfalls in einem Pflanzenanzuchtschrank (Sanyo; 18°C; 
16 h Tag/8 h Nacht) angezogen und durch wöchentliche Übertragung auf neu 
angezogene Pflanzen am leben erhalten. Das Gerstenmehltau-Feldisolat wurde 
auf lebenden Pflanzen der Gerstensorte Golden Promise oder IngridMlo unter 
einem Zelt auf der Fensterbank angezogen und durch wöchentliche Übertragung 
auf neu angezogene Pflanzen am Leben erhalten. 
Einen Tag vor Inokulation wurden die stark mit Mehltau infizierten Pflanzen 
geschüttelt um alte Konidien zu entfernen. Am folgenden Tag wurden die zu 
inokulierenden Versuchspflanzen auf ein Tablett gelegt und die Primärblätter mit 
der adaxialen Seite nach oben mit Klebestreifen fixiert oder für Versuche zur 
Differenzierung von Pilzen auf Blattoberflächen abgeschnitten und auf mit 
feuchtem Filterpapier ausgelegte, viereckige Petrischalen gelegt. Die Tabletts 
bzw. Petrischalen wurden unter ein Plastikzelt (oder einen Umzugskarton) gelegt. 
Von den sporulierenden Pflanzen wurden 3-4 Blätter abgeschnitten und in das 
Plastikzelt (oder in den Umzugskarton) über die Versuchspflanzen gehalten, 
geschüttelt und die Luft verwirbelt, um die Sporen gleichmäßig zu verteilen. Nach 
etwa 30 Minuten, in denen die Sporen auf die Blätter absinken konnten, wurden 
die Klebestreifen entfernt bzw. die Petrischalen geschlossen. Die Pflanzen wurden 
zur weiteren Kultivierung in die Pflanzenschränke der Firma Sanyo (18°C; 16 h 
Tag/8 h Nacht) bzw. unter ein Plastikzelt auf eine Fensterbank gestellt. Die 
Petrischalen wurden mit Alufolie umwickelt und für 16 Stunden in einem 
Pflanzenschrank (s.o.) inkubiert.  
 
2.3. Phytohormone und Inhibitoren 
Herstellung der Hormon-Lösungen 
Um den Einfluss von exogen applizierten Phytohormonen auf die Interaktion von 
Gerste mit Magnaporthe zu untersuchen wurden jeweils 4mM Stammlösungen 
von ABA (Koga et al. 2004), ACC und IAA in Methanol und von GA3 in bidest. 
Wasser angesetzt und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. Unmittelbar vor 
Applikation wurden die Lösungen einzeln mit bidest Wasser auf 20 µM verdünnt 
und 0,01% Tween20 zugesetzt (250 µL Stock + 50 µl Tween20 auf 50 mL bidest. 
Wasser auffüllen). Eine 0.1 mM Na-SA-Stamm-Lösung wurde unverdünnt 
unmittelbar vor Applikation mit 0.01% Tween20 versetzt und verwendet. Als 
Kontrolle wurde eine Lösung ohne Hormone mit derselben Menge Methanol und 
0,01% Tween20 angesetzt (250 µL Methanol + 50 µl Tween20 auf 50mL bidest. 
Wasser auffüllen).  
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Herstellung der Inhibitor-Lösungen 
Als Inhibitoren von Enzymen wurden 2-Aminoindan-2-Phosphorsäure (AiP) und 
Phaseolotoxin eingesetzt. AiP ist der Struktur des Phenylalanins analog und 
hemmt die Phenylalanin-Ammoniumlyase (PAL, E.C.4.3.1.5), das Schlüsselenzym 
des Phenylpropanstoffwechsels, kompetitiv und wurde als 1 mM Stammlösung 
angesetzt und in einer Konzentration von 0,1 mM verwendet (Zón & Amrhein 
1992; Zellerhoff 2009).  
Phaseolotoxin wird in der Literatur als ein irreversibler Inhibitor der Ornithin-
carbamoyltransferase (OCT, E.C.2.1.3.3) beschrieben und musste vor Gebrauch 
erst aus einer Pseudomonas-Bakterien-Kultur isoliert werden (siehe 2.3.4), da es 
nicht käuflich erhältlich war (Bachmann et al. 1998). Es wurde in einer 1:10 
Verdünnung des aus Bakterien gewonnen Extrakts (siehe 2.3.4) in Pflanzen 
appliziert (Zellerhoff 2009). 
 
2.3.1. Sprühapplikation von Phytohormonen 
Mit Hilfe eines Druckluftsprühgerätes, welches auch für die Inokulationen 
verwendet wurde, wurden die Kontroll-Lösung bzw. die Phytohormon-Lösungen 
nacheinander gleichmäßig auf die Gerstenprimärblätter der jeweiligen 
Versuchspflanzen gesprüht bis diese mit einem feinen Sprühfilm überzogen 
waren. Nach einer Stunde Inkubation in der Phytokammer waren die Blätter 
abgetrocknet und wurden mit einer Magnaporthe-Sporensuspension, wie unter 
Kapitel 2.2.2.3  beschrieben, inokuliert. 
 
2.3.2. Gießapplikation von Abscisinsäure 
Sollten Gerstenpflanzen mit Abscisinsäure-Lösung gegossen werden, wurden sie 
in durch Autoklavieren sterilisierter Erde (Zimmerli et al. 2000) mit 10 Karyopsen 
pro Topf angezogen. Aus einer 4 mM ABA-Stammlösung in Methanol wurden 
Lösungen der Konzentrationen 20 µM, 100 µM, 200 µM und 300 µM ABA in 
bidest. Wasser hergestellt. Entsprechende Kontroll-Lösungen ohne ABA wurden 
ebenfalls angesetzt und enthielten dieselben Mengen Methanol wie die 
verschieden konzentrierten ABA-Lösungen. Mit einer Pipette wurden pro Topf 
jeweils 5 mL Lösung direkt auf die Erde an die Versuchspflanzen appliziert. Nach 
24 bzw. 48 Stunden wurden die Pflanzen mit Magnaporthe-Sporensuspension 
inokuliert (Kapitel 2.2.2.3). 
 
2.3.3. Applikation von AiP 
Eine AiP-Lösung (oder Wasser als Kontrolle) wurden direkt in 
Gerstenprimärblätter mit Hilfe einer speziell angefertigten Spritze (mit Spitze und 
Aderklemme) infiltriert. Dabei wurde die Flüssigkeit in den Interzellularraum 
gedrückt, was daran zu erkennen war, dass die Blätter dunkler und 
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durchscheinender erschienen als zuvor. Nach etwa drei Stunden, als der 
Interzellularraum wieder frei von Flüssigkeit war (Blätter erschienen wieder heller 
grün und nicht mehr durchscheinend) wurden sie mit Magnaporthe-
Sporensuspension inokuliert (Kapitel 2.2.2.3). 
 
2.3.4. Herstellung und Applikation von Phaseolotoxin 
Phaseolotxin wird von bestimmten Pseudomonas syringae p.v. phaseolicola 
Stämmen als Tripeptid gebildet und in das Kulturmedium abgegeben (Bachmann 
et al. 1998; Bender et al. 1999). Es wurde der Phaseolotoxin bildende Stamm 
4419 und als Kontrolle der nicht-toxinbildende Stamm 592 verwendet. 
Vorkulturen ansetzen 
Jeweils etwa 20 µl der Pseudomonas syringae p.v. phaseolicola Stämme 592 und 
4419 wurden in Kulturröhrchen mit 3mL King’s B-Medium über Nacht bei 28 °C 
und 210 rpm geschüttelt.  
King’s B Medium 
Pro 500 mL Medium wurden 10 g Pepton Nr. 3 (Difco), 7.5 g wasserfreies 
Glycerin, und 7.5 g Agar-Agar in 450 mL bidest. Wasser gelöst und auf 500 
mL aufgefüllt. Nach dem Autoklavieren wurden 5 mL einer sterilen 10% 
K2HPO4-Lösung und 5 mL einer sterilen 10% MgSO4-Lösung zugegeben. 
Hauptkulturen ansetzen 
In sterile 500 mL Erlenmeyerkolben mit Stopfen und Alufolie, wurden 100 ml 
Hoitink-Medium und 2 mL der jeweiligen Vorkultur gemischt und für 4 Tage bei 
18 °C geschüttelt. Bei niedrigen Temperaturen von 18 °C wird die Bildung von 
Phaseolotoxin in den Bakterien induziert.  
Hoitink-Medium 
Pro 500 mL Medium wurden 1 g Glucose, 0.5 g NH4Cl, 0.1 g MgSO4, 2.05 g 
KH2PO4 und 1.8 g K2HPO4 in bidest. Wasser gelöst und mit KOH auf pH 6.8 
eingestellt. Nach dem Sterilfiltrieren wurden 0.5 ml einer 1 mg/L Biotin-
Lösung (1 mg/L, heiß in bidest. Wasser gelöst und sterilfiltriert) 
zugegeben.  
Isolation des Phaseolotoxins 
Die Hauptkultur von Isolat 592 und Isolat 4419 wurde jeweils auf zwei neue 
50 mL Reaktionsgefäße aufgeteilt und 10 Minuten bei 7.800 rpm (Megafuge 1.0R) 
zentrifugiert. Die Bakterienpellets wurden verworfen und die Überstande aus 
jeweils beiden Falkons in einem 500 ml Rundkolben vereinigt und mittel eines 
Rotationsverdampfers auf etwa 10 mL eingeengt, wobei das Wasserbad auf max. 
35 °C temperiert wurde. Dann wurden jeweils 9 Teile (etwa 90 mL) Methanol zu 
den eingeengten Überständen gegeben, um die Salze das Hoitink-Mediums 
auszufällen. Nach Umfüllen in jeweils zwei neue 50 mL Reaktionsgefäße wurde für 
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8 Minuten bei 6.000 rpm zentrifugiert. Die Überstände wurden in jeweils einem 
500 mL Rundkolben vereinigt und bis zur Trockne eingeengt. Durch Zugabe von 
jeweils 4 mL bidest. Wasser wurde der Rückstand gelöst und bei 4 °C im 
Kühlschrank über Nacht gelagert. Am nächsten Morgen wurden die 
Erlenmeyerkolben auf Raumtemperatur erwärmt und jeweils 9 Teile (etwa 36 mL) 
Methanol zugegeben. Nach 8 Minuten zentrifugieren bei 6.000 rpm wurden die 
Überstände bis zur Trockne am Rotationsverdampfer eingeengt und der 
Rückstand in 3.2 mL bidest. Wasser gelöst. Nach Sterilfiltration der Lösungen mit 
Spritzenfiltern (CME 0.45µm, Rotilobo, Roth) wurden das aus Isolat 4419 
aufgearbeitete Phaseototoxin und die aus Isolat 592 aufgearbeitete Lösung (ohne 
Phaseolotoxin; Kontrolle) bei 4 °C bis zur Verwendung gelagert.  
Test der Wirksamkeit von Phaeolotoxin im E.coli.-Plattentest 
Von einer LB-Agarplatte wurden autotrophe E.coli. K12 Bakterien in 3 ml LB-
Flüssigkultur angeimpft und über Nacht für ca. 16 Stunden bei 37°C und 210rpm 
angezogen (Vorkultur). 20 µl deser E.coli. K12 Vorkultur wurden in 4 mL M9-
Minimalmedium (mit Zusätzen) gegeben und bei 37 °C und 210 rpm solange 
schüttend inkubiert (etwa 7-10 Tage) bis eine deutliche Trübung der Lösung 
auftrat. Diese unter Mangelbedingungen angezogenen Bakterien wurden in einem 
Plattentest eingesetzt um die Wirksamkeit des isolierten Phaseolotoxins zu 
überprüfen. Dazu wurden M9-Wasseragarplatten aus 1xM9-Minimalmedium mit 
MgSO4 und CaCl2 und Agar-Lösung herstellt, indem beide Lösungen auf 50 °C 
temperiert und dann zu gleich Teilen gemischt wurden. Sofort wurden pro 10 mL 
M9-Wasseragar 200 µL der E.coli. K12 Vorkultur in M9-Minimalmedium 
zugegeben und in Petrischalen jeweils etwa 10 ml gegossen und die Platten 
aushärten lassen. Mit einem sterilen Bohrer (Nr.2, 6 mm Durchmesser) wurden 
pro Platte jeweils drei Löcher in den Agar gestanzt und mit je 20 µL bidest. 
Wasser (1), Extrakt aus 592 (kein Toxin) (2) und Extrakt aus 4419 
(Phaseolotoxin) (3) versetzt. Die Platten wurden bei 37°C für einen Tag inkubiert. 
Um das Loch mit 4419 –Extrakt hatte sich ein Hemmhof von etwa 16 mm 
gebildet (siehe Abbildung 3.7.2), was zeigte dass das Phaseolotoxin seine 
hemmende Wirkung auf Bakterienwachstum bei der Aufarbeitung behalten hatte 
und der Extrakt des Isolats 592 keine hemmende Wirkung auf die Bakterien hatte 
und somit als Kontroll-Lösung genutzt werden konnte. Beide Lösungen konnten 
nun für Applikationen an Gerstenpflanzen eingesetzt werden.  
Luria-Bertani- (LB) Medium 
1.0% Trypton (10 g) [w/v]; 0.5% Hefeextrakt (5 g) [w/v]; 1.0% NaCl (10 
g) [w/v] werden in Wasser gelöst und mit NaOH auf einen pH = 7.0 
eingestellt. Je nach Verwendung werden 1.5% Agar (15 g) zugefügt. 
LBamp-Platten 
Zur Herstellung von ampicillinhaltigem Selektionsmedium werden 1.5% 
Agar (15 g) mit flüssigem LB-Medium gemischt und autoklaviert. Nach 
MATERIAL UND METHODEN 
 47 
Abkühlen auf etwa 60 °C werden 0.1 g/L Ampicillin zugegeben und das 
Medium in sterile Petrischalen gegossen. 
M9-Minimalmedium (mit Zusätzen) 
10 mL 1xM9-Minimalmedium ohne Zusätze, sterilfiltriert; 100 µL 0.1 M 
MgSO4 x 7 H2O, sterilfiltriert; 100 µL 0.01 M CaCl2 x 2 H20, sterilfiltriert; 
200 µL 50 % Glycerin oder 100 µL 20 % Glucose, sterilfiltriert 
1xM9-Minimalmedium ohne Zusätze (1L) 
6 g Na2HPO4; 3 g KH2PO4; 0.5g NaCl; 0.1g NH4Cl lösen und sterilfiltrien 
M9-Wasseragar (1L) 
a) Substanzen für 1x M9-Minimalmedium (1L) in 500 mL bidest. Wasser 
ansetzen und sterilfiltrieren, Zugabe von 10 mL 0.1 M MgSO4 x 7H2O, 
(sterilfiltriert) und 10 mL 0.01 M CaCl2 x 2 H20 (sterilfiltriert). b) 15 g Agar 
werden separat in 500mL bidest. Wasser autoklaviert. Die Lösungen a und 
b werden auf 50 °C temperiert und zu gleichen Teilen (1:2) gemischt. 
Applikation an Gerstenpflanzen 
Die Applikation von Phaseolotoxin und der Kontroll-Lösung erfolgte analog zu der 
für AiP beschriebenen Methode (Kapitel 2.3.3) in einer 1:10 Verdünnung der 
Extrakte direkt durch Infiltrieren in die Primärblätter. 
 
2.4. Makroskopische Untersuchungen 
Für makroskopische Untersuchungen und Bestimmung der Befallsstärke wurden 
repräsentative Primärblätter fünf bis sieben Tage nach Inokulation mit Echtem 
Mehltau bzw. Magnaporthe abgeschnitten, auf Wasseragarplatten gelegt und 
fotografiert. Mit Hilfe einer Stereolupe wurden die Mehltau-Pusteln bzw. blast-
Symptome gezählt. 
1% Wasseragar (w/v) 
Pro 100 mL wurde 1 g Agar-Agar in Aqua dest. durch Aufkochen gelöst und 
die Lösung in viereckige Petrischalen gegossen.  
 
2.5. Histologische Untersuchungen  
Zur histologischen Analyse von infiziertem Blattmaterial wurden die Blätter 
entweder direkt in 15 mL Reaktionsgefäße mit Entfärbe-Lösung A oder B geerntet 
oder zuerst gefärbt und dann in Entfärbe-Lösung A überführt. Sollten die 
Präparate längere Zeit gelagert werden, wurden sie in 50 %ige Glycerin-Lösung 
überführt und im Dunkeln aufbewahrt. 
Zur mikroskopischen Analyse standen Mikroskope der Firmen Leica und Nikon zur 
Verfügung. Außerdem ermöglichte eine Digitalkamera, die auf Leica-Mikroskope 
aufgeschraubt werden konnte, eine Erstellung mikroskopischer Bilder der Pflanze-
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Pilz-Interaktionsstellen. Es wurden nur Interaktionsstellen in die Auswertung 
aufgenommen, an denen ein gut ausgebildetes Appressorium pro Zelle zu 
erkennen war. Appressorien auf Epidermiszellen zwischen zwei Spaltöffnungen 
und auf  Stomata-Nebenzellen wurden nicht in die Auswertung aufgenommen. 
Bei Experimenten zur Untersuchung der Differenzierung von Pilzen auf der 
Blattoberfläche der Gerste wurde infiziertes Blattmaterial nicht in 15 mL 
Reaktionsgefäße geerntet, sondern auf viereckige Petrischalen mit der 
inokulierten Seite nach oben gelegt. Die Petrischalen waren mit Entfärbe-
Lösung C angefeuchtetem Gel-Blotting-Papier ausgelegt, wobei darauf geachtet 
wurde, dass die Entfärbe-Lösung die waagerecht liegenden Blätter nicht 
überspülte.  
Entfärbe-Lösung A 
Ethanol (96 %)/Chloroform 4:1 mit 0.15 % (w/v) Trichloressigsäure 
Entfärbe-Lösung B 
Ethanol (96 %)/Essigsäure 6:1 (v/v) 
Entfärbe-Lösung C 
Ethanol (96 %)/Essigsäure 3:1 (v/v) 
Gylcerin-Lösung 
50 % Glycerin in bidest. Wasser (v/v) 
 
2.5.1. Detektion von phenolischen Substanzen (Auflicht-
fluoreszenz-Mikroskopie) 
Nach einer bei Jarosch et al. (1999) beschriebenen Methode wurde eine 
Auflichtfluoreszenz-Mikroskopie zur Analyse phenolischer Substanzen in 
infizierten Gerstenblättern durchgeführt. Da phenolischen Substanzen im 
gelblichen bis grünen Spektralbereich eine Fluoreszenz zeigen, können sie bei 
lokaler Akkumulation durch Fluoreszenzmikroskopie in einem Anregungsbereich 
von 450 bis 490 nm sichtbar gemacht werden. Dazu  wurde ein Filter für das 
Leica DMR-Mirkroskop mit der Filternummer C3459 41001 (grünliche 
Fluoreszenz) verwendet.  
Herstellung der Präparate 
Pro Präparat wurden mind. 100 Interaktionsstellen ausgewertet und dabei sechs 
verschiedene zelluläre Interaktionsphänotypen beobachtet, denen die 
Interaktionsstellen zugeordnet wurden: 
Hyphen ohne Fluoreszenz; Fluoreszenz lokal unter Appressorium (Papille) ohne 
Hyphen; Fluoreszenz einer Epidermiszelle (Epidermis-HR) ohne Hyphen; Fluo-
reszenz einer Epidermiszelle (Epidermis-HR) mit Hyphen; runde Mesophyll-zellen 
fluoreszieren; kollabierte Mesophyllzellen fluoreszieren. Es wurden 
mikroskopische Aufnahmen der einzelnen Interaktionsphänotypen zur 
Dokumentation erstellt (Abbildung 3.1.2). 
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2.5.2. Detektion von Wasserstoffperoxid (H2O2) (DAB-Färbung) 
Nach einer von Thordal-Christensen et al. (1997) entwickelten „DAB-Aufnahme-
Methode“ kann Wasserstoffperoxid (H2O2) in intaktem Pflanzengewebe angefärbt 
und sichtbar gemacht werden. Dabei polymerisiert 3,3’-diaminobenzidin (DAB) in 
Anwesenheit von Peroxidaseenzymen sofort und lokal bei Kontakt mit H2O2 zu 
einem beständigen braunen Farbstoff, wenn abgeschnittene Gerstenblätter eine 
DAB-Lösung aufsaugen. Als Positivkontrolle für die DAB-Aufnahme und -
reaktivität kann die Detektion von H2O2 im Leitgewebe der Gerstenblätter dienen, 
die als starke rötlich- braune Färbung mit bloßem Auge sichtbar wird. In der 
Interaktion von Gerste mit phytopathogenen Pilzen wurde die Methode bisher 
genutzt um H2O2 in der Pflanze an den Stellen eines Pathogenangriffs zu 
detektieren, wodurch es in Papillen und hypersensitiv reagierenden Zellen 
beobachtet werden konnte (Thordal-Christensen et al. (1997) Hückelhoven et al. 
1999; Zellerhoff et al. 2008, 2009). 
Herstellung der Präparate 
Eine DAB-Lösung wurde unmittelbar vor Ernte der zu färbenden Gerstenblätter 
frisch hergestellt. Dazu wurden 30 mg DAB in 30 ml bidest Wasser gelöst und der 
pH-Wert der Lösung auf 4 mit 1 N NaOH eingestellt. Mindestens 1 ml dieser 
Lösung wurde in 2 ml Reaktionsgefäße geben und ein bis drei zu färbende 
Gerstenblätter, die nach Abtrennen von der restlichen Gerstenpflanze noch 
einmal unter Wasser ein Stück abgeschnitten worden waren, hineingestellt. Um 
den Transpirationsstrom zu erhöhen wurden die Reaktionsgefäße mit den 
Gerstenblättern über Nacht im Abzug inkubiert. Am nächsten Tag wurde 
überprüft, ob die Lösung bis in die Blattspitzen aufgesaugt worden war, was an 
der Braunfärbung der Leitbündel zu erkennen war, und Blätter in Entfärbe-Lösung 
A überführen. Nach vollständigem Entfernen des Chlorophylls wurde die 
Braunfärbung deutlich sichtbar und die Blätter zur Lagerung in 50 % Gycerin-
Lösung überführt. 
DAB-Lösung 
1 mg/mL DAB in bidest Wasser (pH 4 mit 1 N NaOH) frisch herstellen 
 
Pro Präparat wurden etwa 100 Interaktionsstellen im Durchlicht mikroskpisch 
ausgewertet und sieben verschiedenen Interaktionskategorien unterschieden: 
keine Färbung-ohne Hyphen; keine Färbung-mit Hyphen; Färbung lokal um/unter 
Appressorium ohne Hyphen; Färbung lokal um/unter Appressorium mit Hyphen; 
Färbung einer Epidermiszelle ohne Hyphen; Färbung einer Epidermiszelle mit 
Hyphen; runde Mesophylzellen zeigen braune Färbung. Zur Dokumentation 
wurden mikrokopische Aufnahmen der Interaktionskategorien angefertigt 
(Abbildung 3.3.3). 
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2.5.3. Detektion von Callose (Anilinblau-Färbung) 
Nach einer bei Zellerhoff et al. (2008, 2009) beschriebenen Methode wurde eine 
Anilinblau-Färbung von Callose in Gerstenblattgewebe durchgeführt. Diese 
Methode beruht auf dem Prinzip, dass ein Fluorochrom (hier: Sirofluor), welches 
neben dem Farbstoff Anilinblau ebenfalls in einer Anilinblau-Färbelösung 
enthalten ist, mit der Callose interagiert und der gebildete Callose-Fluorochrom-
Komplex im UV-Licht fluoresziert (Stone et al. 1984). Die Mikroskopie erfolgte mit 
UV-Licht im Anregungsbereich von 340-380 nm mit dem Filter A 513804 für das 
Leica DMRBE Mikroskop. 
Herstellung der Präparate 
Infizierte Gerstenblätter wurden in Entfärbe-Lösung B geerntet und vollständig 
entfärbt, mit Wasser gewaschen, in frisch angesetzte Anilinblau-Lösung überführt 
und mind. 4-5 Stunden oder über Nacht darin inkubiert. Überschüssige 
Anilinblau-Lösung wurde mit Wasser abgewaschen und Präparate in Wasser auf 
Objektträger aufgezogen. Die verbliebene Anilinblau-Lösung wurde verworfen und 
nicht für eine weitere Färbung verwendet.  
Anilinblau-Lösung  
Eine K2HPO4- Lösung (0.1 M; pH 9.2) wurde auf eine Konzentration von 
0.067 M verdünnt und mit 0.05% Anilinblau (Merck) versetzt.  
 
Pro Präparat wurden mind. 100 Interaktionsstellen ausgewertet und dabei neun 
verschiedene zelluläre Interaktionsphänotypen beobachtet, denen die 
Interaktionsstellen zugeordnet wurden:  
keine Fluoreszenz unter Appressorium ohne sekundären Hyphen in 
Epidermiszelle; keine Fluoreszenz unter Appressorium mit sekundären Hyphen in 
Epidermiszelle; Fluoreszenz lokal unter Appressorium ohne sekundäre Hyphen in 
Epidermiszelle; Fluoreszenz lokal unter Appressorium mit sekundären Hyphen in 
Epidermiszelle;  
Fluoreszenz einer Epidermiszelle ohne sekundäre Hyphen; Fluoreszenz einer 
Epidermiszelle mit sekundären Hyphen; Fluoreszenz teilweise an 
Epidermiszellwand, wo sekundäre Hyphen vorhanden sind; Fluoreszenz von 
runden Mesophyllzellen; Fluoreszenz von kollabierten Mesophyllzellen. Zur 
Dokumentation der Interaktionsphänotypen wurden mikrokopische Aufnahmen 
angefertigt (Abbildung 3.3.5). 
2.5.4. Detektion von guanidingruppen-haltigen Substanzen 
(Sakaguchi-Färbung) 
Basierend auf einer Methode von Sakaguchi (1925 in Baker 1947) wurde in 
Anlehnung an die Durchführung von Wei et al. (1994) eine Färbung von 
guanidingruppen-haltigen Substanzen in Magnaporthe infiziertem Gersten-
Epidermisgewebe durchgeführt, wobei die bei Wei et al. (1994) beschriebene 
Methode hier teilweise verändert wurde. Substanzen, die freie Guanidingruppen 
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enthalten, reagieren im Sakaguchi-Test unter alkalischen Bedingungen mit 8-
Hydroxy-Quinoline in Anwesenheit von Natriumhypochlorit zu einem rötlich-
braunen Farbstoff. In pflanzlichem und tierischem Gewebe sind Arginin, Agmatin 
und Galegin, wenn sie in hohen Konzentrationen vorliegen, die am häufigsten 
vorkommenden Substanzen, die im Sakaguchi-Test reagieren (Baker 1947). Auch 
die in Gerstenblättern vorkommenden Hordatine sowie ihre monomeren 
Vorstufen, sowie Hydroxyagmatine, enthalten Guanidingruppen und können 
daher mit Hilfe des Sakaguchi-Tests angefärbt und nachgewiesen werden 
(Makisumi 1961; Stoessl 1967; Smith & Best 1978).  
Herstellung der Präparate 
Zunächst wurde 24 oder 48 Stunden nach Inokulation das abaxiale 
Epidermisgewebe vom Rest des Blattes abgezogen und mit der Oberseite nach 
oben und der dem Mesophyllgewebe zugewandten Seite nach unten auf einen 
Objektträger gelegt und sofort mit 0.25 M Natronlauge bedeckt, damit das 
Präparat nicht eintrocknete. Auf diese Weise wurden zunächst alle gewünschten 
Epidermisgewebestreifen (sechs pro Genotyp und Behandlung) präpariert und alle 
gemeinsam für 2 Minuten bei 68v°C inkubiert. Nach Erkalten der Präparate wurde 
die Natronlauge entfernt und durch tropfenweise Zugabe einer frisch in Aceton 
angesetzten 1 %igen 8-hydroxy-quinoline-Lösung ersetzt. Nach vollständigem 
Verdampfen des Acetons bei Raumtemperatur wurde sofort eine 1:5 verdünnte 
Natriumhypochlorit(Javel-Wasser)-Lösung auf die Epidermisgewebestreifen 
getropft. Schon nach kurzer Zeit trat eine rötlich-braune Färbung der 
Epidermisgewebestreifen auf. Als nach etwa 5 Minuten die Farbintensität nicht 
mehr sichtbar zunahm, wurde die Natriumhypochlorit-Lösung durch bidest. 
Wasser ersetzt und ein Deckglas aufgelegt. Nachdem alle Präparate auf diese 
Weise gefärbt worden waren, wurden sie möglichst sofort mikroskopiert. 
Restliche Präparate wurden maximal einen Tag bis zur Mikroskopie gelagert, 
wobei ein Eintrocknen durch Versiegeln der Objektträger mit Klarlack verhindert 
wurde. 
8-hydroxy-quinoline-Lösung (1 %; frisch ansetzen) 
100 mg in 10 ml Aceton vollständig lösen  
Natriumhypochlorit-Lösung 
1:5 mit bidest. Wasser verdünntes Javel-Wasser (4.73% Aktivchlor) 
 
Pro Präparat wurden etwa 100 Interaktionsstellen auf dem 
Epidermisgewebestreifen ausgewertet und dabei sechs verschiedene zelluläre 
Interaktionsphänotypen beobachtet, denen die Interaktionsstellen zugeordnet 
wurden:  
keine Färbung unter Appressorium - ohne sekundären Hyphen in Epidermiszelle; 
keine Färbung unter Appressorium - mit sekundären Hyphen in Epidermiszelle; 
Färbung lokal unter Appressorium - ohne sekundären Hyphen in Epidermiszelle; 
Färbung lokal unter Appressorium - mit sekundären Hyphen in Epidermiszelle; 
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Färbung einer Epidermiszelle – keine sekundären Hyphen vorhanden; Färbung 
einer Epidermiszelle –sekundären Hyphen vorhanden. Zur Dokumentation der 
Interaktionsphänotypen wurden mikrokopische Aufnahmen angefertigt (Abbildung 
3.5.13).  
2.5.5. Färbung von pilzlichen Strukturen  
Zur Anfärbung von pilzlichen Strukturen des Echten Mehltaus auf der Oberfläche 
von Gerstenblättern wurden die Gerstenblätter zunächst mit Entfärbe-Lösung A 
oder C vollständig entfärbt und mit Aqua dest. gewaschen. Anschließend wurden 
die entfärbten Blätter sofort für 1 Minute in eine Petrischale mit Tinte/Essigsäure-
Lösung gelegt. Nach Abspülen von überschüssiger Färbelösung mit Aqua dest. 
wurden die Gerstenblätter auf Objektträger mit Wasser aufgezogen und 
mikroskopiert oder zur Lagerung in 50 %ige Glycerinlösung überführt und zu 
einem späteren Zeitpunkt mikrokopisch ausgewertet. 
Tinte/Essigsäure-Lösung 
10 % Tinte in 25 % Essigsäure  
 
Bei Experimenten zur Untersuchung der Differenzierung von Pilzen auf der 
Blattoberfläche der Gerstenmutante emr1 wurde bereits entfärbtes Blattmaterial 
auf neue viereckige Petrischalen, die mit Aqua dest. angefeuchtetem Gel-Blotting-
Papier ausgelegt waren, mit der inokulierten Seite nach oben gelegt. Durch 
tropfenweise Zugabe der Tinte/Essigsäure-Lösung und Inkubation für 1 Minute 
wurden die Mehltau-Strukturen blau angefärbt. Überschüssige Tinte/Essigsäure-
Lösung wurde durch bidest. Wasser ersetzt und ein Deckglas zur Mikrokopie 
aufgelegt.  
2.5.6. Mikroskopie der pilzlichen Prepenetrationsstrukturen auf 
Gerstenblattoberflächen 
Nach einer bei Hansjakob et al. (2010) beschriebenen Methode wurden 
abgeschnittene Gerstenblätter mit Mehltau oder Magnaporthe inokuliert (siehe 
Kap. 2.2.2.2 bzw. 2.2.2.3) entfärbt (siehe 2.5) und mit Tinte/Essigsäure-Lösung 
der Mehltau angefärbt (siehe 2.5.5). Bei Magnaporthe erfolgte keine Färbung. 
Im durchlichtmikroskopischen Bild wurden bei 400facher Vergrößerung pro Bg-
Päparat mindestens 200 Konidien ausgewertet und zu 16 Stunden nach 
Inokulation sieben verschiedene Entwicklungsstadien unterschieden: 
Konidie nicht gekeimt; Konidie mit primärem Keimschlauch; Konidie mit 
primärem und sekundären, verlängertem Keimschlauch; Konidie mit primärem 
und sekundären, angeschwollenen Keimschlauch; Konidie mit primärem 
Keimschlauch und sekundärer Keimschlauch hat sich zu einem vollständig 
ausdifferenzierten Appressorium entwickelt; Konidie mit anderem Keimverhalten 
als beschrieben; Konidie zerstört. Zur Dokumentation der Interaktionsphänotypen 
wurden mikrokopische Aufnahmen angefertigt (Abbildung 3.9.1). 
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Pro Magnaporthe-Präparat wurden im durchlichtmikroskopischen Bild bei 
400facher Vergrößerung mindestens 100 Konidien ausgewertet und zu 16 
Stunden nach Inokulation wurden sieben verschiedene Entwicklungsstadien 
unterschieden:  
nicht gekeimte Konidien; mit einem Keimschlauch gekeimte Konidien; Konidie mit 
einem Keimschlauch und einem melanisierten Appressorium; Konidie mit zwei 
Keimschläuchen und einem melanisierten Appressorium; Konidie mit zwei 
Keimschläuchen und zwei melanisierten Appressorien; Konidie mit mehreren 
Keimschläuchen ohne Appressorium; Konidie zerstört. Lichtmikroskopische 
Aufnahmen der einzelnen Magnaporthe-Entwicklungsstadien wurden angefertigt 
und zusammengestellt (Abbildungen 3.9.3). 
2.5.7. Statistik  
Eine statistische Auswertung der Makroskopie- und Mikroskopie- Ergebnisse 
wurde mit dem Computerprogramm „SigmaStat“ (Version 3.1) durchgeführt. 
Beim statistischen Vergleich wurde entweder ein t-test (p< 0.05) oder eine One 
Way ANOVA (mit einem Holm-Sidak-Test) bei einem Vertrauensbereich von 95% 
durchgeführt. Mit dem Computerprogramm EXCEL wurden Mittelwerte und 
Standardabweichungen berechnet und in Form von Säulendiagrammen mit 
Fehlerbalken grafisch dargestellt. Signifikante Unterschiede wurden mit * oder 
Buchstaben, welche die Werte in Signifikanzgruppen einteilen, in den 
Diagrammen angegeben. Gleiche Buchstaben bedeuten, dass keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den Behandlungen vorliegen (z.B. A; A), während 
verschiedene Buchstaben signifikante Unterschiede anzeigen (z.B. A; B).  
2.6. Bestimmung des endogenen Gehalts an Abscisin- und 
Salicyl-säure in Gerstenprimärblättern 
In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Petr Karlowsky (Molecular 
Phytopathology and Mycotoxin Research) der Universität Göttingen im 
Department of Crop Sciences wurde die Extraktion von Phytohormonen aus 
Gerstenblattmaterial und HPLC-MS-Analysen der Extrakte nach einer bei 
Ratzinger et al. (2009) beschriebenen Methode durchgeführt.  
Fünf Primärblätter pro Probe wurden zu jedem Zeitpunkt geerntet und sofort in 
flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert. Nachdem alle Proben 
geerntet waren, wurden sie in flüssigem Stickstoff homogenisiert und von jeweils 
150 mg Blattpulver die Hormonextraktion in Göttingen durchgeführt. 
Hormonextraktion 
Die gesamte Extraktion der Hormone wurde im Labor mit so wenig Licht wie 
möglich durchgeführt, damit cis-Abscisinsäure nicht in die inaktive trans-
Abscisinsäure umgewandelt wurde. 150 mg Blattpulver wurden in einem 2mL-
Reaktionsgefäß mit 1 ml Extraktions-Lösung (20 % Aceton, 79 % bidest. Wasser, 
1 % Essigsäure), die einen D6-ABA-Standard (stock: 200 ng/mL in Methanol) 
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enthielt, versetzt, so dass jede Probe 10 µL (2 ng) des ABA-Standards als 
Endkonzentration enthielt. Auch für Salicylsäure wurde bei Bedarf ein 
entsprechender Standard zugesetzt. Nach Homogenisieren der Proben wurden 
diese für mindestens 45 Minuten im Dunklen bei 4°C geschüttelt. Nach Zugabe 
von 900 µL Dietylether wurde für weitere 30 Minuten geschüttelt. Anschießend 
wurden die Proben für 10 Minuten bei 13.000 g zentrifugiert. Es bildeten sich zwei 
Phasen, wovon die obere Phase aus Diethylether bestand und die Hormone 
enthielt. Die Diethyletherphase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und 
der Rückstand erneut mit 900 µL Dietylether versetzt und über Nacht geschüttelt. 
Nach 10 minütigem Zentrifugieren bei 13.000g wurde die Diethyletherphase 
abgenommen und zu der Ersten gegeben. Die vereinigten Etherphasen wurden in 
einer speed vac. bei maximal 30 °C, innerhalb von 2 Stunden getrocknet. Der 
Rückstand wurde in 200 µL HPLC-Lösung (7 mM Essigsäure in Methanol/Wasser 
50:50) durch Schütteln im Dunkeln für eine Stunde resuspendiert. Nach 
Zentrifugieren für 5 Minuten bei 12000 rpm wurden 180 µL In HPLC-Gefäße mit 
Deckel überführt. Die Proben konnten bei –20 °C bis zur Analyse mittels HPLC-MS 
gelagert werden.  
HPLC-MS Analyse 
Die Auftrennung und Quantifizierung erfolgte im “multiple reaction monitoring 
mode” eines HPLC-Systems, welches mit einem Triple-Quadrupol- 
Massenspektrometer (1,200 L, Varian) verbunden war. Die Komponenten wurden 
auf einer Umkehrphasen-Säule (Polaris C18-A, 125 x 2 mm, 5 µm Partikelgröße, 
Varian) bei 40 °C aufgetrennt und isokratisch mit 7 mM Essigsäure in 47.5% 
Wasser, 2.5 % Acetonitril und 50 % Methanol mit einer Flussrate von 0.2 ml/min 
von der Säule eluiert. Das Eluat wurde negativer Elektronenspray-Ionisation 
ausgesetzt und Ionen folgender Massen wurden detektiert: endogenes ABA m/z 
262.8 → m/z 153 (8 eV) und ABA-Standard m/z 268.9 → m/z 159 (9 eV). Die 
ABA- Menge der Probe wurde als ABA-Gehalt in ng pro g Frischgewicht berechnet. 
2.7. Peroxidase-Aktivität in Gerstenprimärblättern  
Eine übliche Methode um Aktivität von Klasse III POXs in vitro zu detektieren ist 
die Oxidation von Guaiacol in Gegenwart von H2O2 (Greppin et al. 1986). 
Basierend auf einer Methode von Pütter (1974) wurde ein POX-Aktivitätstest nach 
einer von Schaffrath et al. (1995) veränderten Methode durchgeführt. Als 
Substrat wurde dabei Guajacol eingesetzt, welches von allen Peroxidasen 
umgesetzt werden kann. Wird Guajacol enzymatisch umgesetzt entsteht 
hauptsächlich ein Tetramer, dessen Extinktionskoeffizient mit ε λ= 470 nm = 2,66.107 
cm2/mol von Maehly & Chance (1954) bestimmt wurde.  
Neben Guaiacol gibt es noch weitere Substanzen, die zur Bestimmung von POX-
Aktivitäten genutzt werden können, wie zum Beispiel 2,2’-Azino-bis(3-
Ethylbenzthiazoline-6-sulfonsäure) (ABTS; Childs & Bardsley, 1975; Kristensen 
1999). Hier wurde eine von Kristensen et al. (1999) benutzte Methode, die ABTS 
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als POX-Substrat einsetzt, abgewandelt und für Gerstenextrakte angewandt. Der 
Extinktionskoeffizient für das Reaktionsprodukt von ABTS mit Peroxidasen wurde 
bei Kristensen et al. (1999) mit ε λ= 405 nm = 3,6.107 cm2/mol als von Childs & 
Bardsley (1975) bestimmt, angegeben.  
2.7.1. Herstellung der POX-Enzymlösung 
Zur Extraktion von POX-Enzymen wurden zwei gefrorene Gerstenprimär-blätter in 
einem Mörser mit 1mL kaltem Natriumacetat-Puffer (0.1M, pH 5.5) und einer 
Spatelspitze Quarzsand mit einem Pistill homogenisiert. Die Flüssigkeit wurde in 
ein 2 mL-Reaktionsgefäß überführt und der Mörser mit 1ml Na-Phosphat-Puffer 
nachgespült. Bei 4 °C wurden die Proben für 10 Minuten schüttelnd inkubiert und 
bei 14.000rpm und 4 °C für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand enthielt die 
POX-Enzyme und wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und auf Eis bzw. 
bei 4 °C bis zur Aktivitätsmessung (siehe unten) gelagert.  
0.1 M Natriumacetat-Puffer (pH 5.5) 
8,2 g Natriumacetat wurden in 900 mL Aqua dest. gelöst und der pH- wert 
der Lösung mit NaOH auf 5,5 eingestellt. Nach Auffüllen auf 1L wurde die 
Lösung autoklaviert. 
 
2.7.2. Messung der POX-Aktivität mit verschiedenen Substraten 
Die Peroxidase-Aktivität wurde photometrisch mit verschiedenen Substraten 
bestimmt. Dazu wurden 3 ml- Glasküvetten (Hellma) verwendet und die 
Absorptionsänderung pro Minute am Gerät gemessen. Unter Berücksichtigung des 
molaren Extinktionskoeffizienten des entstehenden Reaktionsprodukts wurde die 
POX-Aktivität in der Einheit nKatal berechnet. Durch Bestimmung des 
Proteingehalts jeder Probe konnte die POX-Aktivität auf die Proteinmenge 
normiert und schließlich als nKatal/mg Protein angegeben werden.  
POX-Aktivitätsmessung mit Guajacol 
0.05 M Na-Phosphat-Puffer mit pH 5.2 wurde in einem Wasserbad auf 30 ° C 
temperiert. Folgende Lösungen wurden in der angegebenen Reihenfolge in die 
Küvetten zusammen gegeben: 50 µl Enzymextrakt, 100 µl 0.1% Guajacol-Lösung 
(Merck; 10 µl/10 ml dest. Wasser), 2.75 ml Na-Phosphat-Puffer und 100 µl 0.1 % 
H2O2 (Merck; 33 µl/10 ml Aqua dest.). Mit Plastikstäbchen wurde der 
Küvetteninhalt schnell gemischt und die Extinktion der Proben sofort vier 
Minuten, in einem Intervall von 16 Sekunden, bei 470 nm in einem Beckmann 
Spektrophotometer gemessen. Im linearen Bereich wurde die Änderung der 
Absorption pro Minute bestimmt und die Werte zur Berechnung der 
Enzymaktivität in nKatal/mg Protein verwendet.  
50 mM Na-Phosphat-Puffer (pH 5.2) 
Aus einer 0.5 M NaH2PO4- und einer 0.5 M Na2HPO4-Stammlösung wurde 
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jeweils eine 1:10 Verdünnung hergestellt und der pH-Wert der 0.05 M 
NaH2PO4-Lösung mit 0.05 M Na2HPO4-Lösung auf pH 5.2 eingestellt.  
POX-Aktivitätsmessung mit ABTS 
Als Messpuffer wurde 0.1 M Natriumacetat-Puffer (pH 5.5), der auf 30 °C 
temperiert wurde, verwendet. Folgende Lösungen wurden in der angegebenen 
Reihenfolge in die Küvetten zusammen gegeben und mit Plastikstäbchen schnell 
gemischt: 50 µl Enzymextrakt, 200 µl einer 0.36 mM ABTS-Lösung (Sigma; 
3.94 g in 20 ml Aqua dest lösen), 2.65 ml Natriumacetat-Puffer und 100 µl einer 
6 mM H2O2-Lösung (Merck; 12 µl/20 ml Aqua dest.). Die Extinktion der Proben 
wurde sofort für drei Minuten, in einem Intervall von 10.4 Sekunden, bei 405 nm 
in einem Beckmann Spektrophotometer gemessen. Im linearen Bereich wurde die 
Änderung der Absorption pro Minute bestimmt und die Werte zur Berechnung der 
Enzymaktivität in nKatal/mg Protein verwendet.  
 
2.8. Bestimmung des Proteingehalts 
Mit einem BioRad- Proteinassay wurde nach Anleitung des Herstellers der 
Proteingehalt jeder Probe photometrisch bestimmt. Dazu wurde zunächst eine 
Proteinstammlösung (1 mg/ ml BSA TYPE H1, Gerbu) und eine Verdünnungsreihe 
mit folgenden Proteinkonzentrationen hergestellt: 0.1; 0.2; 0.4; 0.6; 0.8 und 1 
mg BSA/ml. Von jeder Lösungen der Verdünnungsreihe bzw. 5 µl von jeder Probe 
(und 15 µl Aqua dest.) wurden in je ein Reaktionsgefäß gegeben und mit 1 mL  
Nachweisreagenz (1:5 mit Aqua dest. verdünnt) versetzt. Bei Anwesenheit von 
Proteinen erfolgt ein Farbumschlag von braun nach blau. Nach 20 Minuten 
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Proben in Einmal-Plastikküvetten 
umgefüllt und die Extinktion photometrisch bei 595 nm bestimmt. Anhand der 
Messergebnisse konnte der Proteingehalt der Proben ermittelt werden. 
 
2.9. Nukleinsäurepräparationen 
2.9.1. RNA-Extraktion 
Aus Zellen kann RNA als Gesamt-RNA, die hauptsächlich aus messenger RNA 
(mRNA), ribosomaler RNA (rRNA) und transfer RNA (tRNA) besteht, mit 
verschiedenen Methoden isoliert werden. Der Anteil der mRNA liegt dabei bei 
etwa 2%, was für RT-PCR und Northern-Analysen ausreicht (Mülhardt 2006). Um 
Gesamt-RNA aus Gerstenblättern zu isolieren wurden zwei verschiedene 
Methoden benutzt: peqGold RNAPure™-Methode bzw. Zitronensäure-Methode. 
Bei der peqGold RNAPure™-Methode wird mit Phenol/Chloroform gearbeitet, 
während die zweite Methode einen Zell-Lysepuffer und einen Protein-
Präzipitationspuffer einsetzt. 
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Da RNasen bei RNA-Präparationen die RNA schnell abbauen, mussten bei beiden 
Extraktionsmethoden vor Gebrauch alle Geräte, Lösungen und Wasser durch über 
Nacht Behandlung mit 0.1% Diethylpyrocarbonat (DEPC) und anschließendem 
Autoklavieren RNase frei gemacht werden. 
 
2.9.1.1 RNA-Isolation mit peqGold RNAPure™ 
Pro Zeitpunkt wurden Primärblätter von fünf Gerstenpflanzen in flüssigen 
Stickstoff geerntet und in einem gekühlten Mörser bis zur Homogenität 
gemörsert. Etwa ein Drittel eines 1.5 ml Reaktionsgefäßes wurde mit Blattpulver 
gefüllt und bis zur Weiterverarbeitung bei -70°C gelagert. 
1600 μl peqGold RNAPure™ wurden auf das Blattpulver pipettiert und sofort 
durch vortexten gemischt. Jede Probe wurde mit 200 μl Chloroform versetzt, 
gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur geschüttelt. Nach Zentrifugieren 
für 15 Minuten bei 14.000 rpm und 4 ° C wurde der wässrige Überstand, der die 
RNA enthielt, in neue 2 ml Reaktionsgefäße überführt und mit 850 μl Chloroform 
versetzt. Es wurde erneut für 10 Minuten bei Raumtemperatur geschüttelt und für 
15 Minuten bei 14000 rpm und 4 ° C zentrifugiert. In frische 2 ml 
Reaktionsgefäße wurden 900 μl Isopropanol vorgelegt und mit dem Überstand 
versetzt. Nach kurzem Vortexen wurde die RNA für 45 Minuten auf Eis gefällt und 
anschließend 30 Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C durch Zetrifugation pelletiert. 
Das entstandene RNA-Pellet wurde mit kaltem 70%igem Ethanol [v/v] gewaschen 
und in 52 μl DEPC-Wasser aufgenommen. 51 μl dieser Lösung wurden in ein 
frisches Reaktionsgefäß überführt. Davon wurde 1 μl zur RNA-
Konzentrationsbestimmung (siehe 2.9.3) und die restlichen 50 μl für eine 
Natrium-Acetat-Fällung verwendet. Für die Fällung wurden zu der RNA- Lösung 
10 μl 3 M Natrium-Acetat, 50 μl DEPC-Wasser und 275 μl kaltes 100 % Ethanol 
pipettiert. Die Fällung erfolgte über Nacht bei -20 °C. Am darauf folgenden Tag 
wurde eine Stunde bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde 
mit kaltem 70 %igen Ethanol gewaschen. Anschließend konnte mit DEPC-Wasser 
die gewünschte RNA-Konzentration (2,5 μg/μl für Northern-Analysen; 1 μg/μl für 
cDNA-Synthesen) eingestellt und die Proben bei -70° C gelagert werden. 
2.9.1.2 RNA-Isolation mit Zitronensäure-Methode 
Etwa 100 mg Gerstenblattmaterial wurden in flüssigem Stickstoff homogenisiert 
und mit 600 µl Zell-Lysepuffer versetzt und gründlich gemischt. Nach Zugabe von 
200 µl Protein-Präzipitationspuffer, wurde durch zehnmal Invertieren gemischt 
und 5 Minuten auf Eis inkubiert. Um Proteine und DNA zu pelletieren wurde für 5 
Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der RNA-haltige Überstand wurde 
zu 600 µl Isopropanol in neue Reaktionsgefäße pipettiert und gemischt. Die RNA 
wurde für mindestens 15 Minuten auf Eis gefällt und durch Zentrifugieren für 5 
Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und 
das RNA-Pellet mit 70% DEPC-Ethanol gewaschen. Nach vollständigem Entfernen 
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der Ethanols wurde das Pellet in 17 µl DEPC-Wasser gelöst und 16 µL der RNA-
Lösung in frische Reaktionsgefäße überführt. Davon wurde 1µL zur 
photometrischen Konzentrationsbestimmung eingesetzt (Kapitel 2.9.3) und die 
restliche RNA-Lösung bei -20°C gelagert.  
 
Zell-Lysepuffer  
20 g/L SDS; 68 mM (tri-)Natrium-Citrat; 132 mM Zitronensäure; 10 mM 
EDTA; mit 0.1% DEPC in bidest. Wasser ansetzen und auf pH 3.5 
einstellen, autoklavieren 
Protein-Präzipitationspuffer 
4 M NaCl; 17 mM (tri-)Natrium-Citrat; 33 mM Zitronensäure; mit 0,1% 
DEPC in bidest. Wasser ansetzen und auf pH 3.5 einstellen, autoklavieren 
 
2.9.2. DNA-Extraktion  
Plasmid-DNA wurde aus Bakterien mittels Alkalischer Lyse extrahiert oder 
alternativ ein JetStarMini Kit der Firma Genomed verwendet. DNA-Fragmente 
wurden aus Agarosegelen extrahiert, indem ein QIAquick Gel Extraction Kit der 
Firma QIAgen eingesetzt wurde.  
2.9.2.1 Extraktion von Plasmid-DNA aus Bakterien (Minipräparation) 
Alkalische Lyse 
Von einer Bakterienvorkultur wurden zweimal nacheinander 2 mL in ein 2 ml-
Reaktionsgefäße überführt und bei 13.000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert, um 
die Bakterien zu pelletieren. Die Überstände wurden verworfen und 200 µl 
Solution I zugegeben, das Pellet resuspendiert und die Reaktionsgefäße auf Eis 
gestellt. Es wurden 400 µl Solution II zugegeben und vorsichtig alle Wände des 
Reaktionsgefäßes benetzt. Nach Zugabe von 300 µl Solution III fiel nach dem 
Mischen ein weißer Feststoff aus, der durch 5 Minten Zentrifugieren bei 14.000 
rpm und 4°C pelletierrt wurde. Der Überstand (etwa 850 µl) wurden in eine 
frisches 2ml-Reaktionsgefäß überführt und mit 1 Volumen Isopropanol gemischt. 
Die DNA urde für mindestens 20 Minuten auf Eis gefällt. Anschließend wurde die 
DNA durch Znetrifugieren für 15 Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C pelletiert. Der 
Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 800 µl 70 %Etanol gewaschen. 
Das Pellet wurde in 30 µl TE/RNae-Lösung (1 µl RNaseA + 600 µl 1xTE) 
vollständig gelöst und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Bis zur weiteren 
Verwendung wurden die DNA-Lösungen bei -20 °C gelagert.  
Solution I (100mL) 
50 mM Glucose (0.99g), 25 mM TrisCl (pH 8.0) (2.5 mL einer 1 M 
Stammlösung), 10 mM EDTA (pH 8.0) (10 mL einer 0.1 M Stammlösung) 
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Solution II (1mL) 
0.2 M NaOH (20 µl einer 10 N NaOH), 1 % SDS [w/v] (100 µl einer 10 % 
SDS Stammlösung)  
Solution III (100 mL) 
0.3 M Kalium-Acetatlösung ( 60 mL einer 5 M Stammlösung), 11 % 
Essigsäure [v/v] (11.5 mL Eisessig) 
1xTE 
10 mM Tris/HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA 
 
JetStarMiniPrep 
Zur Extraktion des Vektors aus den Bakterien wurde das JetStarMini Kit 
verwendet und nach Angaben des Herstellers verfahren. In 15 ml 
Reaktionsgefäßen wurden die Vorkulturen für 10 Minuten bei 6000 rpm in einer 
Megafuge 1.0R zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde mit 
400 µl Lösung E1 versetzt, resuspendiert und die Suspension in ein 1.5ml 
Reaktionsgefäß überführt. Eine im Kit enthaltende Säule wurde mit 2 ml Lösung 
E4 äquilibriert. Zu der Baktreriensuspension wurden 400 µl Lösung E2 (Zell-Lyse-
Puffer) gegeben, vorsichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Zur Neutralisation wurde 400 µl Lösung E3 zugegeben und beim 
Mischen fiel ein weißer Feststoff aus. Nach 10 Minuten Zentrifugieren bei 15.000 
g wurde der Überstand auf die vorbereitete Säule gegeben, um die DNA zu 
binden. Es wurde zweimal mit 2.5 ml E5-Lösung gewaschen und mit 0,9 ml E6-
Lösung wurde die DNA von der Säule in ein frisches 2 ml Reaktionsgefäß eluiert. 
Zum Eluat wurden 630 µl kaltes Isopropanol gegeben, gemischt und mindestens 
30 Minuten bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das DNA-Pellet mit 1 ml 70% DEPC-Wasser gewaschen und in 15 
µl DEPC-Wasser gelöst. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch, wie unter 
Kapitel 2.9.3 beschrieben, bestimmt und die Konzentration auf 1 µg/µl 
eingestellt.  
2.9.2.2 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Nach Auftrennung der DNA-Fragmente im Agarosegel wurden auf einem UV-
Leuchttisch (Transilluminator, λ = 302 nm) die gewünschten Banden aus dem Gel 
ausgeschnitten und in 2ml Reaktionsgefäße gegeben. Mit dem QIAquick Gel 
Extraction Kit wurde nach Angaben des Herstellers die DNA eluiert. 200 mg 
Agarosegel wurden mit 3 Volumen (600 µl) Puffer QG versetzt, für 10 Minuten bei 
50°C inkubiert und gelegentlich gemischt. Als die Agarose vollständig gelöst war 
wurde 1 Volumen (200 µl) Isopropanol zugegeben. Die DNA-Lösung wurde auf 
eine Spinsäule des Kits gegeben und für 1 Minute bei 13.000rpm zentrifugiert. 
Die DNA bindet dabei an die Säule und die Lösung wurde verworfen. Die Säule 
wurde mit 500 µl QG-Puffer und anschließend mit 750 µl PE-Puffer (ethanolhaltig) 
gewaschen. Die DNA wurde mit 35 µl sterilem bidest. Wasser in ein frisches 
Reaktionsgefäß von der Säule eluiert. Um die Menge der eluierten DNA 
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anzuschätzen wurde eine nicht-denaturierende Gelelektrophorese, wie unter 
2.9.3.2. beschreiben, mit 3 µl DNA-Lösung durchgeführt. 
2.9.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
Die Konzentration von Nukleinsäure-Lösungen (RNA oder DNA) wurde 
photometrisch ermittelt, da Nukleinsäuren Licht im ultravioletten Bereich bei 
einer Wellenlänge von 260 nm absorbieren. Eine Absorption (A) bei 260 nm von 1 
entspricht dabei einer RNA-Konzentration von 40 μg/μl oder einer DNA-
Konzentration von 50 µg/µl. Zusätzlich kann die Reinheit bestimmt werden, 
indem die Absorption der Probe bei 280 nm gemessen wird. Dort absorbieren 
Proteine. Je höher der Quotient aus Absorption bei 260 nm und 280 nm ist, desto 
reiner ist die RNA bzw. DNA.  
Die aufgearbeitete RNA wurde mit DEPC-Wasser, DNA mit sterilem bidest. Wasser 
verdünnt und die Absorption in Halbmikro-Quarzküvetten gemessen (Beckman 
Spektrophotometer 7500). Die Nukleinsäure-Konzentration konnte mit folgenden 
Formeln bei entsprechender Verdünnung berechnet werden: 
 
[RNA] = (A260nm *·40 μg·*250(Verdünnungsfaktor)/ 1000 μl 
[DNA] = (A260nm *·50 μg·*200(Verdünnungsfaktor)/ 1000 μl 
 
Um eine RNA-Konzentration von 2.5 μg/μl oder 1 μg/μl zu erhalten, wurde 
entsprechend mit DEPC- Wasser verdünnt. Eine DNA-Konzentration von 1 µg/µl 
wurde mit sterilem bidest. Wasser entsprechend eingestellt.  
Die Konzentrierung aller RNA-Proben, die für eine Northern-Blot-Analyse 
verwendet werden sollten, wurde anschließend optisch überprüft, indem eine 
denaturiende Gelelektrophorese (Kapitel 2.9.3.1) durchgeführt wurde. Hierzu 
wurden 6 μl RNA-Probenpuffer (Kapitel 2.9.3.1) und 3 μl DEPC-Wasser in ein 
Reaktionsgefäß vorgelegt und 1 μl RNA-Lösung hinzu gegeben. Dann wurde 5 
Minuten bei 98 °C im Thermoblock denaturiert, die RNA sofort auf Eis abgekühlt 
und kurz zentrifugiert. Die anschließende Gelelektrophorese wurde wie unter 
Kapitel 2.9.3.1 beschrieben durchgeführt. 
Um die Größe und Qualität der extrahierten DNA-Fragmente zu überprüfen, 
wurden DNA-Proben mit einer nicht-denaturierenden Gelelektrophorese 
aufgetrennt. Dazu wurde DNA-Lösung entsprechend mit 5xDNA-Probenpuffer 
versetzt und die Elektrophorese wie unter Kapitel 2.9.3.2 beschrieben 
durchgeführt. 
2.9.4. Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 
Da Nukleinsäuren aufgrund ihres Zucker-Phosphat-Rückrades negativ geladen 
sind, können sie im elektrischen Feld wandern. Wird als Trägermatrix ein 
Agarosegel verwendet, so können verschieden lange Fragmente voneinander 
getrennt werden, wobei kürzere DNA-Stücke schneller durch das Gel wandern als 
längere DNA-Fragmente. In Abhängigkeit von der Länge der aufzutrennenden 
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Fragmente wird die Agarosekonzentration gewählt, wobei mit steigender 
Agarosekonzentration ein Gemisch aus kürzeren Fragmenten zunehmend besser 
aufgetrennt wird (Mülhardt 2006). Während bei DNA-Proben eine nicht-
denaturierende Gelelektophorese durchgeführt wird, müssen bei der Auftrennung 
von RNA-Proben denaturierende Bedingungen im Agarosegel herrschen, da RNA 
aufgrund ihrer Einzelstrangstruktur ansonsten Sekundärstrukturen bildet, die bei 
einer Auftrennung hinderlich sind. 
 
2.9.4.1 Denaturierende Gelelektophorese für RNA 
Um RNA elektrophoretisch aufzutrennen wurden 1.5%ige Agarose-Gele 
hergestellt, indem 1.5 g Agarose (peqGold Universal Agarose) in 95 ml 1xMOPS-
Puffer gegeben und in der Mikrowelle aufgekocht wurden bis die Agarose 
vollständig gelöst war. Nach Abkühlen auf etwa 65° C wurden 5 ml Formaldehyd 
zur Herstellung von denaturierenden Bedingungen im Gel zugegeben. Dann 
konnte das Gel blasenfrei gegossen und nach dem Erstarren in die mit 1xMOPS-
Puffer gefüllte Elektrophoresekammer überführt werden. Nach Zugabe des 
1.5fachen Volumens an unverdünntem RNA-Probenpuffer zu den Proben, wurden 
diese fünf Minuten bei 98 °C denaturiert und sofort auf Eis gebracht. Die Proben 
wurden vollständig auf das Gel aufgetragen und bei 80 V so lange aufgetrennt bis 
das Bromphenolblau aus dem Probenpuffer eine Strecke von 4–4.5 cm 
zurückgelegt hat. Dann wurde das Gel aus der Kammer genommen und unter 
UV-Licht fotografiert (Transilluminator, λ = 302 nm). 
10xMOPS-Puffer 
0.2 M (41.85 g) MOPS (3’-(N-Morpholino)propan-sulfonsäure), 0.05 M 
(4.102 g) Natrium-Acetat, 0.01 M (3.722 g) EDTA Natrium-Salz in Aqua 
bidest. (Endvolumen 1 L) lösen, auf pH 7.0 mit 10 N NaOH einstellen, 
autoklavieren 
3xRNA-Probenpuffer 
720 μl Formamid; 160 μl 10xMOPS; 260 μl Formaldehyd 37%; 100 μl 
DEPC-Wasser; 100 μl Ethidiumbromid (10 mg/ml); 80 μl Glycerin 80 μl 
Bromphenolblau gesättigt 
2.9.4.2 Nicht-denaturierende Gelelektophorese für DNA 
Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde 1%ige Agarosegele hergestellt, 
indem 1g Agarose in 100 mL 1xTBE-Puffer durch Aufkochen gelöst wurde. Zu der 
etwa 65°C warmen Agarose-Lösung wurden 10 µl Etbr-Lösung (10 µg/µl) 
gegeben (0,1 µg Etbr pro mL Agarosegel), das Gel in einem Giesstand gegossen 
und nach Erkalten in eine Elektrophoresekammer mit 1xTBE-Puffer überführen. 
Nach Auftragen der Proben (s.u.) und eines Größenmarkers (s.u.) wurden die 
Proben bei 80V elektrophoretisch aufgetrennt. Auf einem UV-Leuchttisch 
(Transilluminator, λ = 302 nm) wurde das Gel schließlich fotografiert. 
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Um PCR-Produkt zu prüfen wurde der PCR-Ansatz (20 µL) mit 5 µl 5xDNA-
Probenpuffer oder 4 µl 6xMassRuler Loading Dye solution versetzen, gemischt 
und komplett auf Gel auftragen. 6 µL eines DNA-Ladder Mix (Fermentas) wurden 
zum Größenvergleich und zur Abschätzung der DNA-Menge separat aufgetragen  
10xTBE-Puffer 
0.9 M (108.9 g) TrisX (Tris-hydroxymethyl-aminoethane), 0.9 M (55.65 g) 
Borsäure und 0.025 M (9.31 g) NaEDTA in bidest. Wasser (Endvolumen 1 
L) lösen, pH ca. 8.3; autoklavieren 
5xDNA-Probenpuffer 
Bromphenolblau 0.125%, Sucrose 20 % in 5xTBE-Puffer gelöst 
 
2.10. Northern-Analyse 
Eine Methode zur Bestimmung und Quantifizierung von Transkripten in Zellen und 
Geweben ist die Northern-Analyse. Dabei wird RNA, die mittels Gelelektrophorese 
aufgetrennt wurde, auf eine Membran übertragen und dort fixiert. Mit Hilfe von 
spezifischen RNA-Sonden können Transkripte detektiert und über den Vergleich 
der Bandenstärken quantifiziert werden. Neben radioaktiven Markierungs- und 
Detektionsprotokollen mit radioaktivem 32-P wurden alternativ nichtradioaktive 
Methoden mit Digoxigenin-, Fluorescein- oder Biotin-Markierung entwickelt. Nach 
einer Methode, die von Peterhänsel et. al. (1998) zur Detektion von spezifischen 
mRNAs in Gersten-GesamtRNA-Präparationen entwickelt wurde, wurden 
Digoxigenin-markierte RNA-Sonden zur Detektion spezifischer Transkripte nach 
Applikation von Abscisinsäure und Inokulation mit Magnaporthe in Gesamt-RNA-
Präparaten von Gerstenblättern verwendet. 
2.10.1. Immobilisierung der RNA 
Nach der elektrophoretischen Auftrennung im denaturierenden Agarosegel 
(Kapitel 2.9.4.1) wurde die RNA mit Hilfe eines Kapillarblots auf eine positiv 
geladene Nylonmembran (Gene Screen Plus, Perkin Elmer life science) übertragen 
und dort durch Bestrahlung mit UV-Licht (s.u.) immobilisiert. 
Der Kapillarblot wurde wie folgt aufgebaut: auf eine Glasplatte wurde ein Docht 
aus mit Natrium-Phosphat-Blotting-Puffer (25 mM; pH 6.5) angefeuchtetem 
Blotting-papier gelegt und alle Luftblasen entfernt; dabei tauchten beide Enden 
des Dochtes in eine Schale mit Blotting-Puffer. Aus Folie wurde eine Schablone 
geschnitten, deren Größe der Gelgröße entsprach und diese wurde auf den Docht 
gelegt. Das Gel wurde an der ausgeschnittenen Stelle mit der Oberseite nach 
unten auf den nochmals angefeuchteten Docht gelegt. Auf das Gel wurde eine 
zugeschnittene, in Puffer getränkte Nylonmembran gleicher Größe und darauf 
ebenfalls in gleicher Größe ein Stück Blottingpapier gelegt. Dann folgten mehrere 
Schichten Saugpapier und eine weitere Glasplatte, die mit einem Gewicht (etwa 
200 g) beschwert wurde. Nachdem über Nacht und bei Raumtemperatur die RNA 
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auf die Membran übertragen wurde, konnte am nächsten Tag nach Abbau des 
Blots die RNA durch UV- Crosslinking (mit dem Ultraviolett crosslinker von 
Amersham Life Science) kovalent an die Membran gebunden werden. Wurde die 
Membran nicht sofort weiter verwendet, konnte sie bei -20 ° C gelagert werden.  
2.10.2. Prähybridisierung und Hybridisierung 
Die mit RNA beladene Membran wurde mit der Oberseite nach Innen in eine auf 
68° C temperierte Glasröhre gelegt und mit 5 ml ebenfalls temperierter 
Hybridisierungs-Lösung (DIG esay Hyb, Roche) versetzt. Die Röhre wurde für 
eine Stunde bei 68 °C in einem rotierenden Halter eines Ofens prähybridisiert. 
Die  Prähybridisierung dient dazu unspezifische Bindungsstellen auf der Membran 
abzusättigen. In einem Reaktionsgefäß wurden zu 100 μl DIG easy Hyp 5 μl einer 
DIG- markierten Sonde gegeben, für fünf Minuten im Thermoblock bei 98 °C 
denaturiert und sofort auf Eis gebracht. Diese Lösung wurde vollständig zu 
frischen, vortemperierten 5 ml DIG easy Hyb pipettiert. Zur Hybridisierung wurde 
die Prähybridisierungs-Lösung durch die Sonden-Lösung ersetzt und unter Drehen 
bei 68° C über Nacht inkubiert. 
2.10.3. Immunodetektion von DIG-markierten Sonden 
Die Membran wurde aus der Röhre genommen und sofort in temperierter 
2xSSC/0.1 % SDS Waschlösung und anschließend in 0.1xSSC/0.1 % SDS für 
etwa 1 Minute geschwenkt. Der zweite Waschschritt wurde noch dreimal für 20 
Minuten bei 68 °C unter Schütteln im Wasserbad wiederholt. Nach kurzem Spülen 
der Membran mit 1xWaschpuffer (RT) wurden 50 ml 1xBlockingreagenz (Roche) 
zugegeben und für 30 Minuten bei RT geschüttelt, wobei nach 15 Minuten die 
Membran gewendet wurde. Dann folgte die Zugabe von 5 μl Antikörper (Anti-
Digoxigenin-AP mit alkalische Phosphatase (AP) konjugiert, Roche) und es wurde 
eine Stunde bei Raumtemperatur geschüttelt, wobei auch hier die Membran nach 
30 Minuten gewendet wurde. Nach kurzem Spülen mit 1xWaschpuffer mit 0.3% 
TWEEN20 wurde dreimal in dem genannten Puffer bei RT für 20 Minuten 
geschüttelt und die Membran kurz in 1xSubstratlösung äquilibriert. Die Membran 
wurde auf eine Folie gelegt, mit Substrat-Lösung der alkalischen Phosphatase 
(CSPD-Reagnz, Roche) betropft und nach gleichmäßiger Verteilung luftblasenfrei 
eingeschweißt. Die enzymatische Dephosphorylierung von CSPD durch die 
alkalische Phosphatase führt zu einer Lichtemission, die auf einem Röntgenfilm 
nachgewiesen werden konnte. Die Entwicklung erfolgte bei 37° C für 15 Minuten 
oder bis zu einer Stunde je nach Signalstärke und Hintergrundintensität. 
20xSSC 
3.0 M NaCl (175.3 g), 0.3 M Natrium-Citrat (88.2 g) mit NaOH oder 2 N 
HCL auf pH 7.0 einstellen, auf Endvolumen von 1L mit bidest. Wasser 
auffüllen 
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10% SDS 
10 g SDS (Dodecylsulfate Na-Salz) in bidest. Wasser lösen 
(Wärmeschrank) und auf 100 ml Endvolumen mit bidest. Wasser auffüllen 
10xWaschpuffer 
1.0 M Maleinsäure (116.08 g), 1,5 M NaCl (87.66 g), 1.95 M NaOH (78 g), 
mit NaOH auf pH7.5 einstellen, auf Endvolumen von 1l mit bidest. Wasser 
auffüllen 
10xSubstratpuffer 
1 M Tris (121.14 g), 1.5 M NaCl (87.66 g), 50 mM MgCl2, mit 6 N HCl auf 
pH 9.5 einstellen, Endvolumen mit bidest. Wasser auf 1L auffüllen;  
 
Die Puffer wurden autoklaviert, entsprechend verdünnt und bei Bedarf mit 
TWEEN20 versetzt. 
2.11. Reverse Transkription (cDNA Synthese)  
Mit Hilfe von Reverse Transkriptase-Enzymen kann RNA in DNA umgeschrieben 
werden und wird dann als cDNA bezeichnet. cDNA bedeutet complementary DNA 
und wird in der Molekularbiologie als Ausgangsmaterial für PCR’s oder zur 
Erstellung von cDNA-Banken verwendet (Müllhardt 2006). Hier wurde GesamtRNA 
einem DNase-Verdau unterzogen und dann zur Synthese der cDNA eingesetzt. Als 
Reverse Transkriptase wurde M-Mulv von Fermentas verwendet. cDNA von 
Proben aus den VIGS-Versuchen wurde einem RNase-Verdau und einer 
Aufreinigung unterzogen, bevor sie als Template in eine qPCR eingesetzt wurde. 
2.11.1. DNase-Verdau 
In einem Ansatz von 10 µL wurden 1µg RNA, 7 µl DEPC-Wasser, 1 µl DNase I-
Puffer mit MgCl2 und 1µl DNase I zusammengegeben und für 30 Minuten bei 
37° C und für 15 Minuten bei 70° C inkubiert und anschließend auf Eis abkühlen 
lassen. 
2.11.2. Reverse Transkription 
Zum Ansatz aus 2.9.7.1 werden 2 µl HindANCHOR-T- Primerlösung (10 pmol/µl) 
gegeben und 5 Minuten bei 70°C inkubiert und auf Eis abgekühlt. Dann werden 1 
µl DEPC-Wasser, 4 µl RT-Puffer, 2µl dNTP-Mix (10mM) und 1 µl M-Mulv (Reverse 
Transkriptase) zugegeben (20 µl Ansatz). Nach 60 minütiger Inkubation bei 37° C 
und 10 Minuten bei 70° C wurden die Proben auf Eis abgekühlt und entweder bei 
-20 bzw. -80° C gelagert oder die c-DNA vor dem Einfrieren noch aufgereinigt.  
 
Bezeichnung Herkunft optimale  
Anneling- 
temperatur [°C] 
Sequenz  
(5’-3´) 
HindANCHOR-T Poly(A)-Schwanz 
der mRNA 
37 AAGCTTTTTTTTTTTTTTT(AGC) 
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2.11.3. RNase-Verdau 
cDNA von Proben aus einem VIGS-Experiment mussten vor der qPCR-Analyse 
zuerst noch mit RNase A und RNase H behandelt werden, um RNA zu entfernen, 
da RNA des Virus den SII bereich nicht verlassen durfte, die qPCR aber im SI 
Bereich durchgeführt wurde.  
2.11.4. Aufreinigung der cDNA  
Es wurde das QIAquick-Gel-Extraction Kit verwendet und die Proben nach 
Anleitung aufgearbeitet, um RNasen zu entfernen. Es wurden 3 Volumen eines 
phenolhaltigen QC-Puffers und 1 Volumen Isopropanol zugegeben und gemischt. 
Die Probe wurde auf eine Spinsäule des Kits gegeben, um die DNA zu binden. 
Nach Zentrifugation wurde die gebundene DNA mit 0,75 mL ethanolhaltigem PE-
Puffer gewaschen. Nach vollständigem Entfernen des PE-Puffers durch 
Zentrifugieren (13.000 rpm) wurde die cDNA in einem Volumen von 30 µl von der 
Säule eluiert. 
2.12. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, die in der 
Molekularbiologie genutzt wird um viele Kopien eines spezifischen DNA-
Fragments herzustellen. Im Vergleich zur Klonierung mit Hilfe von Plasmiden, die 
in Bakterien eingebracht und vermehrt werden, wird eine PCR ausschließlich in 
vitro durchgeführt. In einem Reaktionsgefäß wird die Template-DNA zusammen 
mit einer DNA-Polymerase, einem Vorrat an Nukleotiden (dNTPs) und kurzen 
Stücken einer synthetischen einzelsträngigen DNA (Oligonukleotid-Primern) 
inkubiert. In einem PCR-Gerät (Thermocycler) wird der folgende Drei-
Schrittzyklus solange wiederholt bis die Zielsequenz viele Male kopiert ist: 
Denaturierungsschritt, Annealingschritt und Elongationsschritt. Im ersten Schritt 
wird der PCR-Ansatz auf 94°C erhitzt und die doppelsträngige Template-DNA 
dabei in Einzelstränge getrennt. Im zweiten Schritt wird die Temperatur auf einen 
für die im Überschuss vorliegenden Oligonukleotid-Primer optimalen Wert 
gesenkt, damit diese an die einzelsträngige Template-DNA binden können. Im 
dritten Schritt wird schließlich die Temperatur auf das Arbeitsoptimum der DNA-
Polymerase erhöht, und ergänzt ausgehend von den Primern den zweiten Strang. 
Am Ende eines PCR-Zyklus ist die DNA-Menge nahezu verdoppelt worden 
(Mülhardt 2006). Je nach verwendeter Taq-Polymerase und Template-DNA 
(cDNA, Plasmid-DNA) müssen MgCl2- und dNTP-Konzentration angepasst werden. 
Auch die Annealing-Temperartur muss entsprechend den verwendeten Primern 
ausgewählt werden. 
Zum qualitativen Nachweis eines DNA-Fragments wurde eine Standard- oder 
Endpunkt-PCR (Kapitel 2.12.1) verwendet. Eine Quantifizierung von DNA-
Fragmenten war mittels real-time quantitative PCR (RT-qPCR; Kapitel 2.12.2) 
möglich. 
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2.12.1. Standard-PCR (Endpunkt-PCR) 
Sollten spezifische DNA-Fragmente zur Klonierung, Primerherstellung oder 
Sequenzierung amplifiziert werden, wurde eine Standard-PCR durchgeführt.  
Als Polymerase wurde entweder die Silverstar Taq-Polymerase oder die Hot Gold 
Star Taq-Polymerase (Eurogentec) verwendet. Die hochleistungsfähige und 
thermostabile Silverstar Taq-Polymerase stammt aus Thermus aquaticus. Die Hot 
Gold Star Taq-Polymerase ist eine modifizierte Taq-Polymerase aus Thermus 
aquaticus, die bei Temperaturen unter 74° C nicht aktiv ist. Um ihr 
Aktivitätsmaximum zu erreichen benötigt sie eine thermische Aktivierung von 10 
Minuten bei 95° C.  
In einem Standardreaktionsansatz wurden in einem Gesamtvolumen von 20 µl 
folgende Mengen der PCR-Komponenten eingesetzt: 1 U Taq-Polymerase; 2 µl 
10xPCR-Puffer; 2 µl 2mM dNTPs; 1µl 10 pmol/µl Primerforward und 1µl 10 pmol/µl 
Primerreverse; optimale Menge 25mM MgCl2-Lösung, steriles Wasser und 
variierende Menge an Template-DNA.  
In einem Thermocycler wurden die Reaktionsansätze nach dem in Tabelle 2.12.1 
zusammengestellten Programm inkubiert:  
 
Tabelle 2.12.1: Standard-PCR-Programm  
95°C  
 
3 Minuten (Silverstar Taq-Polymerase) 
10 Minuten Hot Gold Star Taq-Polymerase 
35-40 Zyklen mit: 
95°C 
60°C (bzw. optimale AT Primer) 
72°C 
 
30 sec 
1 Minute 
1 Minute 
72°C 
4°C 
5 Minuten 
Lagerung bis zur Entnahme 
 
Bei Bedarf wurden Touchdown- bzw. Gradienten-PCR-Programme benutzt. PCR-
Produkte, welche zur Sequenzierung oder Klonierung eingesetzt werden sollten, 
wurden mittels nicht-denaturierender Gelelktrophorese (Kapitel 2.9.4.2) sichtbar 
gemacht und mit einem QiaQuick Gel Extraction Kit (Qiagen) aus dem Agarosegel 
eluiert (Kapitel 2.9.2.2).  
2.12.2. Real-time quantitative PCR (RT-qPCR) 
Bei der real-time quantitative PCR –Methode werden keine absoluten Mengen an 
PCR-Produkt am Ende einer PCR-Reaktion gemessen, sondern die Kinetik der 
PCR-Reaktion wird sichtbar gemacht und zur Qunatifizierung genutzt (Mülhardt 
2006). Dazu wird dem Rektionsansatz ein Fluoreszenzfarbstoff, der 
doppelsträngige DNA bindet, zugegeben, z.B. YO-PRO-1 oder SYBR®Green. Das 
Fluoreszenzsignal wird dann während der PCR-Reaktion ständig von einem 
Detektor gemessen. Der Farbstoff bindet im Verlauf der PCR-Reaktion 
zunehmend an das doppelsträngige PCR-Produkt, wodurch die Gesamtfluoreszenz 
des PCR-Ansatzes steigt. Um die Menge der eingesetzten DNA-Menge 
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quantifizieren zu können, wird der PCR-Zyklus bestimmt, in dem ein 
Fluoreszenzschwellenwert überschritten wird. In diesem Zyklus ist die 
Vermehrung der DNA exponentiell und das Fluoreszenzsignal hebt sich deutlich 
vom Hintergrund ab. Der erhaltene Wert wird als CT-Wertes (cycle threshold) 
bezeichnet. Je höher die eingesetzte DNA-Menge ist desto niedriger liegt der CT-
Werte, da ein linearer Zusammenhang zwischen beiden Größen besteht.  
 
In einem Standardreaktionsansatz wurden in einem Gesamtvolumen von 10 µl 
folgende Mengen der PCR-Komponenten eingesetzt: 5µl Platinum® SYB®Green 
qPCR SuperMix-UDG with ROX (invitrogen; MgCl2-Endkonzentration 3mM); 0.5 µl 
10 pmol/µl Primerforward und 0.5 µl 10 pmol/µl Primerreverse; 2 µl steriles Wasser; 2 
µl Template cDNA (1:20). 
Alle cDNA Proben wurden standardmäßig 1:20 verdünnt. Um die Eignung neuer 
Primer für die qPCR zu testen, wurde eine Verdünnungsreihe einer cDNA-Probe 
(1:10; 1:20; 1:100; 1:200; 1:1000) eingesetzt. 
 
Die Reaktionsansätze wurden in 96-Well-Platten (Thermo® 96 Detection Plates; 
ABgene, Surrey, UK) pipettiert und mit einer Schutzfolie (Opticla Adhesive Cover; 
Applied Biosystems, Foster City, CA) verschlossen. In einem ABIPRISM 7000 
Cycler wurden die PCR in 96-Well-Platten mit folgendem Programm durchgeführt: 
 
Tabelle 2.12.2: Programm der RT-qPCR 
50°C  
95°C 
2 Minuten  
10 Minuten 
40 Zyklen mit: 
95°C  
60°C 
 
15 sec 
1 Minute 
4°C Lagerung bis zur Entnahme 
 
Zur Auswertung wurde die Software ABIPRISM 7000 SDS 1.0 (Applied 
Biosystems) und die 2-∆∆(C)T-Methode von Livak & Schmittgen (2001) verwendet. 
Bei dieser Methode wird von jeder Proben eine weitere qPCR mit Primern eines 
konstitutiv exprimierten Gens (hier: Ubiquitin (Primer: HU01O20T-332F, 
HU01O20T-434R von Zellerhoff 2009) durchgeführt und die Transkriptmenge des 
Zielgens darauf bezogen und als „Transkriptmenge relativ zu Ubiquitin“ 
angegeben.  
2.12.3. Primerherstellung  
Primer für RT-qPCR 
Mit Hilfe der Primer-Design Software Primer3 wurden Primer für die RT-qPCR 
erstellt. Die Primer wurden so gewählt, dass sie zu den Flanken des zu 
amplifizierenden Bereichs komplementär sind. Dabei wurden Bereiche 
ausgewählt, die für das jeweils zu amplifizierende Gen spezifisch sind. Die Primer 
sollten einen GC-Gehalt zwischen 30 % und 60 % aufweisen und der 
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Schmelzpunkt zwischen 59° C und 61° C liegen. Das entstehende PCR-Produkt 
sollte dabei eine Größe zwischen 90 und 120 Basenpaaren aufweisen. Die 
Sequenzen der PCR-Produkte aller verwendeten Primerpaare wurde überprüft 
(Sequenzierservice von Seqlab, Göttingen).  
Tabelle 2.12.3: Übersicht der hergestellten und verwendeten Primer; for = 
forward; rev = reverse 
Gen 
(CR-EST-Nr. 
oder 
GenBankNr.) 
Primer-
Bezeichnung 
AT 
[°C] 
Primer-Sequenz (5’-3’) 
RT-qPCR-Primer 
HvPAL 
(HO32K10S; 
AB367438) 
HvPALqPCRfor2 
60 
CGGTCTACCTTCCAACCTTTC 
HvPALqPCRrev2 ACTGGAGCTCAGAGCAGTACG 
HvPrx7 
(AJ003141.1) 
HvPrx7qPCRfor1 60 
GCACGCCGGACGTGTTCGAT 
HvPrx7qPCRrev1 CCATGCGCTTGGTGGTCGGG 
HvJIP23 
(X98124) 
HvJIP23qPCRfor1 60 
CGCCGGTGGTAAGGATATTA 
HvJIP23qPCRrev1 GGCACCAGTGGCATTGTAG 
HvACT 
(AY228552) 
HvACTqPCRfor2 61 
CGATGGCTACTTCAAGTCCTTC 
HvACTqPCRfor2 ACCTCGATGTTGGGGCTCA 
HvJRG1.2 
(AF021257) 
Hv471qPCRfor1 59 
CGGAGAAGCGAAGGGAACCCC 
Hv471qPCRrev1 GCGCACGTAGACACCAAGCG 
HvGSL1 
(AY177665) 
HvGSL1qPCRfor1 59 
TGGGTATCATGGGCTGTGCTTGG 
HvGSL1qPCRrev1 TGACCAGACGCAGGAACAACTGG 
HvGSL2 
(FJ853600) 
HvGSL2qPCRfor1 59 
ACCAAACACACCAAGAGCGTCC 
HvGSL2qPCRrev1 GCGCTGAATTTCCGCCGACC 
HvGSL3 
(FJ853601) 
HvGSL3qPCRfor1 58 
TCATGGCTCGTGATTTTAGTGGTGC 
HvGSL1qPCRrev1 TGAACTTGATCAGACGGAAGAACAGC 
HvGSL4 
(FJ853602) 
HvGSL4qPCRfor1 59 
CTCTGGCAATTTATGGCTTCTCGTGG 
HvGSL4qPCRrev1 ACCGAACAAATGTCGGCAAGGCA 
HvGSL5 
(FJ853603) 
HvGSL5qPCRfor2 60 
GGGAAGCGTGGCACCATTCT 
HvGSL5qPCRrev2 GCCGTAAACCAGCACGCTTTGG 
HvGSL6 
(FJ853604) 
HvGSL6qPCRfor1 59 
TGTTTACCGGCTTCACATTGCCAG 
HvGSL6qPCRrev1 AGCAACTGCGACAAGAGCCACA 
HvGSL7 
(FJ853605) 
HvGSL7qPCRfor1 57 
CGCAGCATATGTGTCCCGAGT 
HvGSL7qPCRrev1 GCTCAAAATCGCAGACGGAAGC 
Ubiquitin 
(HU01O20T) 
 
HU01O20T-332F 
Zellerhoff (2009) 
60 
TGAATGACCCAAGCATTCTCC 
HU01O20T-434R 
Zellerhoff (2009) 
TCAATGTTGCTCATGGCTCTG 
HO0J722 
(CD054878.1) 
HO0J722qPCRfor1 60 
TTGGCCCATGGGGCGGTAAC 
HO0J722qPCRrev1 TCGAGTTGACCACTGCGCCG 
Primer zur Erstellung eines VIGS-Konstrukts 
Gen Primer-Bezeichnung AT 
[°C] 
Primer-Sequenz (5’-3’) 
HvACT 
(AY228552) 
HvACT_VIGS_for1 
60 
TTATATGGATCCGCTCATGCTAATCCAGGTC
AC 
HvACT_VIGS_rev1 CGCGGATCCCCTTCTCGTAGGGCTTGAACT 
orange: Füllsequenzen für BamH1;  
grün: Restriktionsschnittstelle für BamH1 
AT= optimale Annealingtemperatur der Primer 
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Primer für VIGS-Konstrukte  
Mit dem Programm Primer3plus wurde ein 242 bp großes Fragment der 
Gensequenz der Agmatin-coumaroyl-transferase (HvACT), das keine MluI-
Schnittstelle enthält ausgewählt. Das Fragment wurde zunächst am Computer mit 
RNAi-Scan (Xu et al. 2006; http://bioinfo2.noble.org/RNAiScan.htm) auf seine 
VIGS-Kompatibilität getestet. Dann wurden vor beide Primer eine 
Restriktionsschnittstelle für BamH1 (GGATCC) angehängt und Füllsequenzen 
eingefügt (für BamH1 TTATAT bzw. CGC). 
Es wurde ein Standard-PCR-Ansatz (20 µl) pipettiert und eine PCR unter 
folgenden Bedingungen durchgeführt:  
Tabelle 2.12.4: PCR-Programm zur Erstellung der VIGS-Konstrukte 
94°C  10 Minuten  
9 Zyklen mit: 
94°C 
61°C (je -1°C Annealingtemp.) 
72°C 
 
1 Minute 
30 sec 
30 sec 
35 Zyklen mit: 
94°C  
52°C 
72°C 
 
1 Minute 
30 sec 
30 sec 
72°C 
4°C 
5 Minuten 
Lagerung bis zur Entnahme 
 
Anschließend wurde eine nicht denaurierende Gelelktphorese durchgeführt, um 
die Produktgröße zu überprüfen. Die Primer sollten in der PCR folgendes 263 bp 
großes Fragment amplifizierten (grau = Primersequenzen; orange = 
Füllsequenzen für BamH1; grün = Restriktionsschnittstelle für BamH1): 
 
TTATATGGATCCgctcatgctaatccaggtcacgcggttcgcgtgcgggtcgctcgtcgtggggttcac
cacgcagcacatcgtgtccgacggccgctccaccggcaacttcttcgtcgcgtggagccaggccacccg
cggcgccgccatcgaccccgtcccggtgcacgaccgtgcttccttcttccatccccgcgaaccgctgca
cgtcgagtacgagcaccgtggcgtcgagttcaagccctacgagaaggGGATCCGCG 
 
Entsprach die Fragmentgröße der zuvor bestimmten Größe, wurden die Primer 
zur Herstellung des VIGS-Konstrukts der HvACT eingesetzt (Kapitel 2.13.1). 
 
2.13. Virus-Induziertes-Gen-Silencing (VIGS)  
VIGS-Technik 
In der durch Viren induzierten Gen-Silencing-Technik wird das natürliche 
Abwehrvermögen einer Pflanze gegenüber Pflanzenviren ausgenutzt. Pflanzen 
sind in der Lage Virus-RNA zu erkennen und gerichtet nach dem Mechanismus 
des posttranskiptionalen Gen Silencings (PTGS) abzubauen, indem 
doppelsträngige RNA gebildet und in kleinere RNA-Stücke geschnitten wird. 
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Werden Pflanzenviren mit für das Virus fremden Genen einer Pflanze modifiziert 
und in Pflanzen eingebracht, werden die Transkripte der Fremdgene auf eine 
ähnliche Weise abgebaut und zusätzlich alle pflanzeneigenen homologen 
Transkripte (mRNAs). Auf diese Weise ist es möglich gezielt Transkripte in 
Pflanzen abzubauen und die Auswirkungen der fehlenden Transkripte auf die 
Pflanzen zu untersuchen (Bendito et al. 2004; Burch-Smith et al. 2004).  
In dieser Arbeit wurde das Streifenmosaik Virus der Gerste, barley stripe mosaic 
virus (BSMV), für Versuche mit der Gerstensorte BCIngridmlo5 genutzt. 
Auswirkungen des Silencings eines Gens, das für die Agmatin-coumaroyl-
tarnsferase (HvACT) kodiert und in Gerste mit Anfälligkeit für Magnaporthe 
korreliert werden konnte, sollten analysiert werden. 
Streifenmosaik Virus (BSMV) 
Das Streifenmosaik Virus (BSMV) ist ein positive-sense RNA-Virus, das aus drei 
Teilen besteht. Diese drei Komponenten werden als α, β und γ- Untereinheit 
bezeichnet (vgl. Abbildung 2.13.1) und haben eine methylierte 5’-Cap-Struktur 
und eine polyadenylierte Sequenz am 3’-Ende mit einer nachfolgenden Tyrosine-
bindenden Struktur (Agranovsky et al. 1982).  
Die α-Untereinheit ist 3,8 kb 
groß und kodiert eine RNA-
abhängige RNA-Polymerase 
(RdRP). Die β-Untereinheit 
hat eine Größe von 3,2 kb 
und kodiert direkt für das 
Kapsid (Hüll)-protein (KP) und 
indirekt über zwei 
subgenomische RNAs, vier 
Proteine, die für die 
systemische Bewegung des 
Virus in der Pflanze nötig sind 
(Petty und Jackson 1990). Für 
die Versuche wurde eine 
Deletionsmutante (β∆CP), die 
kein Kapsid-Protein bildet, verwendet. Für eine Infektion von Gerste ist das 
Kapsidprotein nicht erforderlich (Petty und Jackson 1990). Mit 2,8 kb ist die γ- 
Untereinheit die kleinste Virus-Untereinheit und kodiert eine zusätzliche 
Untereinheit der RdRP und ein multifunktionales γb-Protein. Sie trägt außerdem 
eine die multiple clonig site (MCS), in die Fragmente von Fremdgenen, hier 
pflanzeneigener Herkunft, gerichtet kloniert werden können. 
Die einzelnen Untereinheiten des BSMV Stammes ND18 lagen in Form von 
Vektoren (pBSMV(α-T7); pBSMV(β-T7) und pBSMV(γ-T7)) vor, die die cDNA der 
jeweiligen Untereinheit hinter einem Promotor für eine T7-RNA-Polymerase 
enthielten und wurden von Merete Albrechtsen (Dänemark) bezogen (Bruun-
 
Abbildung 2.13.1: Schematische Organisation 
des Streifenmosaik Virus (BSMV) Genoms  
RdRP = RNA-abhängige RNA-Polymerase; KP = 
Kapsidprotein; MPb,c,d,d’ = Movementproteine b, c ,d 
und d’; γb = γb-Protein; MCS = multiple cloning site. 
(nach Bruun-Rasmusssen et al. 2007, verändert) 
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Rasmussen et al. 2007) und von Zellerhoff et al. (2009) bereits im 
Gerste/Magnaporthe- Interaktion zur funktionellen Analyse verwendet.  
 
2.13.1. Herstellung eines VIGS-Konstrukts 
2.13.1.1 Amplifikation eines Gen-Fragments  
Nachdem geeignete Primer für eine Herstellung eines Fragments des zu 
silencenden HvACT-Gens erstellt wurden (Kapitel 2.12.3) wurde ein 100 µl PCR-
Ansatz zur Amplifikation des gewünschten Genfragments verteilt auf 2x 50 µL 
Volumen unter den selber PCR-Bedingungen in Kapitel 2.12.3 beschrieben, 
durchgeführt. Nach nicht-denaturierender gelelktrohohoretischer Auftrennung 
(Kapitel 2.9.4.2) wurden die Bande es amplifizierten Produkts aus dem Gel 
ausgeschnitten, die DNA eluiert (Kapitel 2.9.2.2) und die eluierte DNA-Menge 
mittels erneuter gelelektrophoretischer Auftrennung eines Teils der DNA-Lösung  
mit Hilfe eines separat aufgetragen Größen- und Massenmarker die DNA-Menge 
abgeschätzt. Es folgte eine Restriktionsanalyse des PCR-Produkts mit BamHI 
(Kapitel 2.13.1.2), die Ligation des Fragments in den ebenfalls mit BamH1 
geschnittenen Vektor pT7-BSMV-γMCS (Kapitel 2.13.1.3) und die Transformation 
des Ligationsansatzes zur Vermehrung in E.coli DH5α Zellen (Kapitel 2.13.1.4). 
Mittels Minipräparation (Kapitel 2.9.2.1:Alkalische Lyse) wurde der Vektor aus 
den Bakterien isoliert. Mittels erneuter Restriktionsanalyse (Kapitel 2.13.1.2) mit 
den Enzymen ApaL1 und HindIII wurde die Orientierung des Fragments im Vektor 
(sense oder antisense) überprüft. Von jeweils einer Bakterienkultur, die den 
Vektor mit sense bzw. antisense Orientierung des PCR-Fragments enthielt, wurde 
jeweils ein Gylcerolstock zur Lagerung der Bakterien angelegt (Kapitel 2.13.1.4) 
und eine JetStarMiniPep (Kapitel 2.9.2.1) zur Gewinnung der Vektoren 
durchgeführt.  
Im nächsten Schritt mussten die BSMV- Untereinheiten linearisiert und 
aufgereinigt werden (Kapitel 2.13.2.1). Nach Überprüfung der Qualität der 
Linearisierung im Agarosegel standen die Vektoren für VIGS-Versuche (Kapitel 
2.13) zur Verfügung.  
2.13.1.2 Restriktionsanalysen 
Um das PCR-Produkt aus Kapitel 2.13.1.1 in die γ-Untereinheit des BSMV 
einbringen zu können wurden zunächst sowohl das PCR-Produkt als auch der 
Vektor mit dem Restriktionsenzym BamHI geschnitten. In einem 20 µl Ansatz 
wurden folgende Komponenten gemischt und für mindestens 3 Stunden bei 37°C 
inkubiert: 16 µl PCR-Produkt bzw. Vektor; 1 µl bidest. Wasser (steril); 2 µl Puffer 
BamHI und 1µl BamHI.  
Wurden für die Restriktionsanalyse zur Überprüfung der Insert-Orientierung im 
Vektor Fast Digest Enzyme (wie ApaLI und HindIII) verwendet, dann wurden  
neben Wasser und Plasmid-Lösung 1 µl Enzym und 2 µl 10xFD Puffer in 20 µl-
Ansatz pipettiert und für 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Durch eine nicht-
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denaturierende Gelelektrophorese (Kapitel 2.9.4.2) und anschließender Elution 
aus dem Agarosegel (Kapitel 2.9.2.2) wurde die geschnittene DNA von 
Komponenten des Restriktionsansatzes gereinigt. Danach erfolgte eine 
Konzentrationsbestimmung über ein weiteres Agarosegel. 
2.13.1.3 Ligation eines DNA-Fragments in einen Vektor  
Mit Hilfe von Ligase-Enzymen können DNA-Stücke, die durch Restriktionsverdau 
überhängende Enden besitzen, kovalent verbunden werden. Bei 4° C über Nacht 
wurde in folgendem 10 µl Ligations-Ansatz ein PCR-Fragment in den pT7-BSMV-
γMCS-Vektor eingebracht: x µl DNA-Fagment; y µl pT7-BSMV-γMCS-Vektor; 1 µl 
10xLigase Puffer (Roche); 1 µl T4 Ligase (Roche); 0.7 µl bidest. Wasser (steril). 
Dabei war es wichtig, dass mehr Teilchen vom Fragment als Vektorteilchen im 
Ansatz vorlagen; die einzusetzende Masse des Fragments lies sich unter 
Berücksichtigung der Vektor-Masse, Vektorlänge und der Fragmentlänge anhand 
folgender Formel berechnen (Müllenhard 2006): 
MasseFragment [ng] = 5xMasseVektor [ng] x LängeFragment [bp] / LängeVektor [bp] 
2.13.1.4 Transformation eines Vektors in E.coli DH5α Zellen 
Als Transformation wird der Vorgang bezeichnet, bei dem Vektor-DNA in 
chemisch- oder elektro-kompetente Bakterienzellen zur Vermehrung eingebracht 
wird. Die Vektor-DNA wird mit den Bakterien vermehrt und auf diese Weise 
amplifiziert. In dieser Arbeit wurden chemisch kompetente E.coli DH5α Zellen 
verwendet, die vorsichtig auf Eis aufgetaut, mit 5 µl des Ligationsansatzes (aus 
Kapitel 2.13.1.3) versetz und für 30 Minuten auf Eis inkubiert wurden. Dieser 
Transformationsansatz wurde für 30 sec. in ein 42° C Wasserbad gestellt und 2 
Minuten auf Eis abgekühlt. 250 µl TY-Medium wurden in 1.5 ml Reaktionsgefäße 
vorgelegt und der Transformationsansatz zugegeben. Es wurde für etwa eine 
Stunde bei 37 °C und 210 rpm geschüttelt. Dann wurden die Bakterien auf 
ampicillin-haltigen LB-Agarplatten ausgestrichen und die Platten über Nacht bei 
37 °C inkubiert. Am folgenden Morgen wurden die mit zahlreichen 
Bakterienkolonien bewachsenen Platten mit Parafilm verschlossen und bis zur 
Minipräparation bei 4 °C gelagert. 
Von 20 Kolonien auf den Platten des Transformationsansatzes (s.o.) wurde 
jeweils eine Vorkultur angesetzt. Pro Kulturröhrchen wurden 4 mL LB-Medium mit 
4 µl Amp. gemischt und jeweils von einer Kolonie mit Satelliten eine 
Pipettenspitze Bakterien gepickt und in das Medium überführt. Die Kulturen 
wurden über Nacht bei 37 °C und 210 rpm inkubiert. Am folgenden Morgen 
wurde eine Minipräparation (alkalische Lyse) zur Extraktion des Vektors aus den 
Bakterien durchgeführt (Kapitel 2.9.2.1).  
Nach entsprechenden Restriktionsanalysen (Kapitel 2.13.1.2) wurde von jeweils 
einer Kultur, die den Vektor mit sense bzw. antisense Orientierung enthielt, 
jeweils eine neue Vorkultur in größerem Maßstab angesetzt. Pro 
Erlenmeyerkolben wurden dazu 16 mL LB-Medium mit 16 µl Ampicilin und 10 µl 
Bakterienlösung gemischt. Die Kulturen wurden über Nacht bei 37°C und 210 
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rpm inkubiert und eine Extraktion der Vektoren aus den Bakterien mit einer 
JetStarMiniprep am nächsten Tag durchgeführt (Kapitel 2.9.2.1). 
2xTY-Medium 
16g Trypton; 10g Hefeextrakt; 5g NaCl lösen und mit 5 N NOH auf pH 7,0 
einstellen 
2.13.1.5 Anlegen von Bakterien-Glycerolstocks  
In einem 2 ml Reaktionsgefäß wurden 150 µl steriles Glycerin vorgelegt und 750 
µl Bakterienlösung aus einer Übernachtkultur zugegeben. Nach gründlichem 
Mischen wurden die Reaktionsgefäße sofort mit einer Tiegelzange senkrecht in 
flüssigem Stickstoff gehalten und eingefroren. Die Lagerung der Glycerolstocks 
erfolgte bei -70 °C. 
2.13.2. Durchführung von VIGS-Versuchen 
Nachdem in die multiple clonig site (MCS) der γ-Untereinheit ein Fragment der 
HvACT kloniert wurde (Kapitel 2.13.1), konnte das Konstrukt für Silencing-
Versuche in der Gerste/Magnaporthe Interaktion verwendet werden. Dazu wurden 
die drei Vektoren linearisiert (Kapitel 2.13.2.1) wurde die für einen Versuch 
benötigte Menge der Untereinheiten berechnet und einzeln eine in vito 
Transkription der drei Untereinheiten mit einer RNA-Polymerase durchgeführt 
(Kapitel 2.13.2.2). Im SII-Bereich wurde das Virus durch mischen der drei 
Untereinheiten zu gleichen Teile erzeugt und damit sofort Pflanzen infiziert 
(Kapitel 2.13.2.3). 
2.13.2.1 Linearisierung der BSMV-Untereinheiten 
Vor Durchführung einer in vitro Transkription wurden die Vektoren zunächst 
linearisiert. Dazu wurde in 20 µl Gesamtvolumen ein Linearisierungsansatz wie 
folgt pipettiert: zu 10 µg DNA (10 µl) wurden 2 µl Restriktionsenzym (siehe 
Tabelle 2.8), 2 µl zugehöriger Puffer (siehe Tabelle 2.8) und 6 µl DEPC-Wasser 
gegeben.  
Die Linearisierungsansätze wurden über Nacht bei 37° C inkubiert, am nächsten 
Tag aufgereinigt (s.u.) und die Vollständigkeit der Linearisierung mittels nicht-
denaturierender Gelelektrophorese (Kapitel 2.9.4.2) überprüft. Die linearisierten 
Plasmide wurden bei -20° C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 
 
Tabelle 2.13.1 : Übersicht der Restriktionsenzyme und Puffer zur Linearisierung 
der BSMV-Untereinheiten 
BSMV-Untereinheit Restriktionsenzym Puffer Herkunft 
pT7-BSMV-α MluI R Albrechtsen, Dänemark 
(Bruun-Rasmussen et al. 
2007) 
pT7-BSMV-β∆CP (pSGJ6) SpeI Tango 
pT7-BSMV-γMCS (pSGJ1) MluI R 
BSMV-γACTas  MluI R diese Arbeit 
pT7-BSMV-γ.TaPDSas MluI R Nowara, IPK Gatersleben 
(Nowara, 2008) 
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Zur Aufreinigung des Linearisierungsansatzes von Enzymen und Puffer wurden 
die Ansätze mit 1/20 Volumen 0,5 M EDTA (mit DEPC), 1/10 Volumen 3M 
Natriumacetat und 2 Volumen (40 ml) 100% Ethanol versetzt und gemischt. Die 
DNA wurde für mindestens 15 Minuten bei -20° C gefällt und anschließend für 15 
Minuten bei 4° C und 14.000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, 
das Pellt in 500 µl 70% Ethanol gewaschen und in 20 µl DEPC-Wasser 
resuspendiert (0.5 µg/µl Endkonzentration). 
2.13.2.2 In vitro Transkription der drei BSMV-Untereinheiten 
Das mMESSAGE mMACHINE® High Yield Capped RNA Transcription T7 Kit der 
Firma Ambion wurde genutzt um die Virusuntereinheiten von Plasmid-DNA in 
funktionsfähige RNA-Virus-Untereinheiten umzuschreiben.  
In einem Standardreaktionsansatz wurden in einem Gesamtvolumen von 20 µl 
folgende Mengen der Komponenten eingesetzt: 2 µl 10xReaktionspuffer, 10 µl 
2xNTP/CAP, 1 µl linare Template-DNA, 2 µl Enzym (T7 RNA-Polymerae), 
nuklease-freies Wasser. Nach zweistündiger Inkubation bei 37°C erfolgte die 
Transkription und die gebildete RNA konnten dann direkt zur Erzeugung des 
aktiven Virus und dieser zur Infektion von Gerstenpflanzen eingesetzt werden 
(Kapitel 2.13.2.3). 
2.13.2.3 Anzucht und Virusinfektion der Gerstenpflanzen 
Gerstenpflanzen, die für einen VIGS-Versuch vorgesehen waren, wurden in 
Pflanztöpfen (Größe 10x10x10cm) mit je vier Pflanzen in ED73-Erde in 
Pflanzenschränken bei 16 Stunden Licht mit 26° C und 8 Stunden Dunkel mit 23° 
C angezogen. Fünf Tage nach Aussaat waren die Primärblätter vollständig 
entfaltet und konnten für eine Infektion mit BSMV verwendet werden. Durch 
Mischen der RNA der drei Virusuntereinheiten (α, β, γ) zu gleichen Teilen wurde 
das aktive BSMV erzeugt. 5µl der Virus-Lösung wurden mit 20 µl FES-Puffer 
gemischt und auf die Gerstenblätter aufgebracht und eingerieben. Dazu wurde 
das Blatt mit der adaxialen Seite nach oben zwischen Daumen und Zeigefinger 
genommen und 25 µL der Virus/FES-Puffer-Lösung zwischen Blatt und Daumen 
pipettiert. Die Lösung wurde vorsichtig verrieben bis das Blatt durch Verletzungen 
dunkelgrüne Streifen aufwies. Mit überschüssiger Virus/FES-Puffer-Lösung 
konnten noch zwei weitere Pflanzen auf dieselbe Weise infiziert werden. 
Abschließend wurden die Blätter mit Wasser abgespült um überschüssigen FES-
Puffer zu entfernen. Die Pflanzen wurden unter den oben beschrieben 
Bedingungen in Pflanzenschränken im S2-Bereich weiter kultiviert.  
Nach etwa einer Woche nach Infektion traten bei einem Teil der Pflanzen auf den 
Sekundärblättern, und später auch auf höheren Blättern, BSMV-Symptome in 
Form von gelblich-weißen Streifen auf. Zur Untersuchung des Gene Silencings 
wurden nur Pflanzen mit BSMV-Symptomen verwendet.  
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FES-Puffer 
0.1 M Glycin; 0.06 M K2HPO4; 1 % Natriumpyrophosphat [w/v]; 
2 % Bentonite [w/v]; 1 % Celulite [w/v]; pH 8.5 – 9.0;  
Bentonite wurde zunächst in wenig Wasser aufgeschlämmt und im 
Ultraschallbad vorbehandelt 
2.13.2.4 Prüfung des Gene-Silencings mit RT-qPCR-Analyse 
Um sicher zu stellen, dass das in die Pflanze mittels BSMV eingeführte Fremdgen 
zu einem effektiven Silencing führte, wurde eine RT-qPCR-Analyse mit für das 
Fremdgen spezifischen Primern durchgeführt. Aus FES-Puffer (ohne Virus) 
behandelten Kontrollpflanzen und aus Pflanzen, die mit BSMV ohne Fremdgen 
und aus Pflanzen, die mit BSMV mit Fremdgen, infiziert wurden, wurde RNA mit 
Hilfe der Citronensäure-Methode (Kapitel 2.9.1.2) isoliert. Die gewonnene 
GesamtRNA wurde anschließend einem DNase-Verdau (Kapitel 2.11.1) 
unterzogen und in cDNA umgeschrieben (Kapitel 2.11.2). Um RNA zu entfernen 
wurde ein RNase- Verdau mit RNase A und RNase H (Kapitel 2.11.3) durchgeführt 
und anschließend die cDNA aufgereinigt (Kapitel 2.11.4). Die aufgereinigte cDNA 
wurde schließlich in eine RT-qPCR-Analyse eingesetzt (Kapitel 2.12.2). 
2.13.2.5 Inokulation von BSMV-infizierten Gerstenpflanzen mit 
Magnaporthe 
Tertiärblätter von Kontroll-Pflanzen (nur FES-Puffer), Pflanzen mit Virus ohne 
Fremdgen und Pflanzen mit Virus mit Fremdgen, wurden abgeschnitten halbiert 
und jeweils eine Hälfte auf je eine Kinetin-Agar-Platte (1 µg/µl) gelegt und mit 
Heftzwecken fixiert. Es wurde dokumentiert welche Blatthälften von einem Blatt 
stammten. Eine Platte wurde dann mit Magnaporthe-Sporen-Lösung inokuliert 
(Kapitel 2.2.2.3), während die zweite zugehörige Platte mit einer verdünnten 
Gelatine-Tween20-Lösung ohne Sporen (Kontrolle für die Magnaporthe-
Inokulation) besprüht wurde. Alle Platten wurden anschließend verschlossen und 
in einer lichtundurchlässigen, mit feuchten Tüchern ausgelegten Box für 24 
Stunden in einem Pflanzenschrank, in dem die Pflanzen auch bei der Anzucht 
schon gestanden haben, inkubiert. Dann erfolgte für weitere 24 Stunden eine 
Inkubation im Licht/Dunkel-Rhythmus. Die Bedingungen entsprachen denen bei 
der Anzucht der VIGS-Versuchspflanzen. Proben wurden 48 Stunden nach 
Inokulation sowohl für mikroskopische Analysen als auch für RT-qPCR-Analysen 
(Kapitel 2.12.2) geerntet. 
Kinetin-Agar-Platten 
1 % Wasseragar (300 ml +3 g Agar) lösen, etwas abkühlen lassen und 120 
µl Kinetin-Lösung (2.5 µg/µL) zugeben und Platten gießen  
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2.14. Fachdidaktische Ausarbeitungen 
Um komplexe Inhalte der phytopathologischen Forschung im Unterricht der 
gymnasialen Oberstufe (Sekundarstufe II) zu thematisieren, wurde von den unter 
2.1 bis 2.13 beschriebenen Materialien und Methoden im Hinblick auf die 
schulische Umsetzung zunächst eine Auswahl getroffen, welche für den 
Schulunterricht interessant sein könnte. Teilweise erfolgte eine entsprechende 
Anpassung oder Vereinfachung der Materialien/Durchführung oder die 
Entwicklung von alternativen Arbeitsmaterialien, wie Informationstexten, 
Zusammenstellung von Rohdaten etc. So wurden beispielsweise Versuche, die für 
SuS relevant, aber aus Kostengründen oder aufgrund fehlender Geräte in Schulen 
nicht durchführbar sind, in das Programm der Schüleruniversität aufgenommen. 
Die fachlichen Inhalte werden in Form einzelner Bausteine aufgearbeitet, die 
jeweils unterschiedliche Kompetenzen durch die Wahl einer entsprechenden 
didaktischen Methode fördern sollen. Zu den didaktischen Methoden gehören 
beispielsweise verschiedene von Leisen (2003) entwickelte Methoden zum 
Umgang mit Informationstexten und dem Gebrauch von Fachsprache. Außerdem 
werden Schulversuche oder Modelle auf Grundlage der wissenschaftlichen 
Versuche und Vorstellungen entwickelt, um die in Tabelle 8.3.1 genannten 
naturwissenschaftlichen Kompetenzen der SuS zu stärken.  
Jeder Baustein ist als materialgebundene, operationalisierte Aufgabe formuliert. 
Zu jedem Baustein werden neben der Aufgabenstellung und dem entsprechenden 
Material auch nötige Lernvoraussetzungen der Schülerinnen und Schüler (SuS) 
angegeben. Außerdem werden die Bausteine jeweils den möglichen 
Basiskonzepten der Biologie, die in der EPA-Biologie (Kultusministerkonferenz, 
2004) genannt werden, zugeordnet. Entsprechende Kompetenzen, welche die 
SuS durch Bearbeitung des jeweiligen Bausteins vertiefen und jeweilige 
Anforderungsbereiche wurden den Aufgaben zugeordnet. Abschließend erfolgt ein 
Vorschlag für eine Unterrichtseinheit im Umfang von 9-12 Wochenstunden.  
 
2.14.1. Material & Methode zu Baustein 1 (Gerste/Echter Mehltau 
als Pflanze/Pathogen-System im Schulunterricht) 
Für die Arbeit mit Pflanzen und Krankheitserregern im Schulunterricht muss 
zunächst ein geeignetes Pflanze/Pathogen-System ausgewählt und auf seine 
Tauglichkeit unter Bedingungen in der Schule getestet werden. Da die Anzucht 
von Magnaporthe auf Nährmedien zu kostspielig und zeitaufwändig ist, wurde 
Mehltau als pilzliches Pathogen und Gerste als Versuchspflanze ausgewählt. 
Außerdem ist Gerstensaatgut im Handel einfach zu beschaffen und der Echte 
Mehltau auf Gerstenfeldern relativ leicht zu finden. Die Anzuchtbedingungen für 
Gerstenpflanzen im Labor (vgl. 2.2.1.1) sowie die Anzucht des Echten Mehltaus 
und die Inokulation der Versuchspflanzen (vgl. 2.2.3.1) unter Laborbedingungen 
wurde zunächst weniger optimalen Verhältnissen angepasst, da in Schulen 
normalerweise weder Anzuchtschränke noch Inokulationstürme zur Verfügung 
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stehen. Die Pflanzen wurden zur Anzucht unter Plastikzelte auf eine Fensterbank 
gestellt (vgl. Abb. 2.14.1). Zur Inokulation wurde ein großer Umzugskarton 
gewählt (vgl. Baustein 2).  
In Baustein 1 liegt der Schwerpunkt der Aufgabe zunächst auf der Erarbeitung 
und Kommunikation des nötigen Fachwissens über Echten Mehltau an 
Getreidepflanzen (vgl. Kap. 1.2.3). Die Erstellung eines Steckbriefs gibt den SuS 
eine Orientierungshilfe zur Zusammenstellung relevanter Informationen aus dem 
Internet. Die Fachbegriffe sind in Form von „Wortfeldern“ vorgegebenen, um die 
SuS zum Gebrauch der Fachsprache anzuleiten (Leisen, 2003). Dabei sollen die 
SuS alle Begriffe verwenden, um den Lebenzyklus des Echten Mehltaus zu 
beschreiben.  
 
2.14.2. Material & Methode zu Baustein 2 (Mikroskopische 
Untersuchung des Echten Mehltaus der Gerste) 
Der Schwerpunkt der Aufgabe liegt auf Erkenntnisgewinnung durch praktisches 
Arbeiten, wobei das mikroskopische Untersuchen von selber hergestelllten 
Präparaten von infizierten Gerstenblättern im Vordergrund steht. Die SuS 
beurteilen auf ihren Präparaten mind. 50 Interaktionsstellen, um eine sattisische 
Auswertung vornehmen zu können  und zeichnen eine repäsentative Stelle. Durch 
das Anfertigen einer Zeichnung sollen die SuS zur intensiveren 
Auseinandersetzung mit dem Präparat angeleitet werden und eine Form der 
Ergebnisdokumentation einüben.  
Die Anzucht von Echtem Mehltau und die Inokulation der Versuchspflanzen erfolgt 
wie unter 2.2.3.1 für das Feldisolat beschrieben. Zu 48 Stunden nach Inokulation 
erneten die SuS Blätter für die Mikroskopie, indem sie Blätter in Entfärbe-Lösung 
C (Kap.2.5) legen und entfärben. Eine Färbung der pilzlichen Strukturen kann 
nach vollständigem Entfernen des Chlorophylls wie unter Kap. 2.5.5 mit Tinte-
Essigsäure-Lösung erfolgen. 
 
 
Abbildung 2.14.1: Anzucht der Gerstenpflanzen A) im Labor in einem 
Pflanzenanzuchtshrank und B) unter einem Plastikzelt auf der 
Fensterbank 
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2.14.3. Material & Methode zu Baustein 3 (Entwicklung eines 2D-
Modells der Lebensweisen von Pilzen in Interaktion mit Pflanzen) 
In diesem Baustein liegt der Schwerpunkt auf der Entwicklung von 
Modellvorstellungen und dem Umgang mit Modellen. In der Literatur wurde 
zunächst nach geeigneten Beispielen gesucht, um ein zweidimensionales Modell 
der Interaktionen von keimenden Sporen mit pflanzlichen Zellen darzustellen. 
Neben dem Echten Mehltau zur Vertiefung der Mikroskopie (Baustein 2) wurde 
der Reisbrand-Pilz (Magnaporthe oryzae) ausgewählt, der ebenfalls Gerste 
befallen kann und in dieser Arbeit bereits in Interaktion mit Gerste genutzt 
wurde. Beide Pilze leben als Parasiten auf der Wirtpflanze Gerste und weisen 
dabei Gemeinsamkeiten, aber auch wesentliche Unterschiede auf. Da SuS im 
Unterricht der Oberstufe Mykorrhiza-Pilze kennenlernen, auf Einzelheiten aber 
i.d.R. verzichtet wird, wurden sie als Beispiel einer symbiotischen Lebensweie von 
Pilzen ausgewählt. Dazu wurden aus der Arbeit von Genre et al. (2008) eine 
schematische Abbildung und Informationen über Mykorrhiza-Pilze für die SuS 
entnommen und aufbereitet.  
Von allen drei pilzlichen Interaktionen mit den jeweiligen pflanzlichen Zellen 
wurden zweidimensionale Modelle erstellt, bei denen auf einer Jakkodur®-Platte 
aus Pappe gefertigte pilzliche Strukturen mit Stecknadeln befestigt werden 
können. Der Vorteil gegenüber der alleinigen Betrachtung einer mikroskopischen 
Aufnahme, wie z.B. Abb. 3.10.3, besteht darin, dass im Modell der 
Infektionsverlauf schrittweise nachgestellt werden kann und sich die SuS aktiv 
mit ihren Vorstellungen auseinandersetzen müssen. Außerdem wird die Lage der 
Plasmamembran bei der modellhaften Darstellung im Vergleich zum 
lichtmikroskopischen Bild deutlich sichtbar. Bei diesem Modell handelt es sich um 
ein dynamisches Modell, welches den SuS verschiedene Gestaltungsmöglichkeiten 
in Abhängigkeit vom Zeitpunkt der Interaktion offen lässt. 
 
2.14.4. Material & Methode zu Baustein 4 (Das Appressorium - ein 
Funktionsmodell für osmotische Vorgänge) 
Um den Nutzen von osmotischen Vorgängen in der Natur einducksvoll zu 
demonstrieren, wurde ein Modell entwickelt, das den Aufbau und den 
osmotischen Vorgang innerhalb eines Appressoriums nachstellt.  
Aus möglichst alltäglichen Materialien wurde das in Abbildung 3.10.4 gezeigt 
Modell gebaut und erprobt. Für das Funktionmodell wurden folgende Materialien 
ausgewählt: 1 leeres Brausetabletten-Röhrchen, 1 dünne Plexiglasplatte (3-5 
mm) in 4 Stücke 10 x 10 cm zerschneiden; Säge, Bohrmaschine, 8 Schrauben 
mit Muttern und kleinen Gummidichtungsringen (3/8“ x 8 mm, als 
Abstandhalter); vier große Dichtungsringe (1 1/4"), Heißklebepistole, Patex, 
semipermeable Membran (z.B. Dialyseschlauch), Kochsalzlösung (gesättigt), 
dest. Wasser (oder Leitungswasser) und eine dehnbare Folie. Als dehnbare Folie 
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wurden verschiedene Materialien getestet: Stück eines Latex-Handschuhs, Folie 
eines Luftballons, Frischhaltefolie, Präservativ. 
 
2.14.5. Material & Methode zu Baustein 5 (Einfluss von 
Abscisinsäure auf die Gerste/Echter Mehltau Interaktion) 
Da in dieser Arbeit der Einfluss von Abscisinsäure auf die Interaktion der Gerste 
mit Pilzen der Gattung Magnaporthe untersucht wurde, wurde dieses 
Forschungsinteresse für die SuS aufbereitet. Dazu wurden zunächst analoge 
Versuche mit Gerste und Echtem Mehltau nach ABA-Behandlung durchgeführt. 
Gerstenpflanzen wurden wie in Kap. 2.3.1 beschrieben mit Abscisinsäure-Lösung 
besprüht und eine Stunde später statt mit Magnaporthe-Sporen mit 
Mehltausporen inokuliert. Nach 48 Stunden wurden Blätter für eine 
mikroskopische Untersuchung geerntet und die restlichen Blätter nach fünf Tagen 
makroskopisch auf Symptome untersucht.  
Da Abscisinsäure in Schulen möglicherweise nicht zur Verfügung steht, wurden 
die Versuchsergebnisse zur Auswertung bereitgestellt. Über die Erstellung einer 
Mind-Map sollen sich die SuS zunächst einen Überblick über die Abscisinsäure 
verschaffen. Wenn die SuS die Methode bereits beherrschen, können sie nach 
eigenen Kriterien bei der Erstellung vorgehen. Falls sie jedoch noch 
Schwierigkeiten haben, kann die im Material vorgegebene, unvollständige Mind-
Map als Hilfestellung genutzt werden. Nach der sachgerechten Auswertung der 
Versuchsergebnisse sollen die SuS kritisch beurteilen, ob der Ansatz einer 
Forschungspraktikantin zur Entwicklung Abscisinsäure-reicher Gerstensorten 
sinnvoll erscheint.  
 
2.14.6. Material & Methode zu Baustein 6 (Schulexperiment zur 
„Untersuchung der Peroxidase-Enzymaktivität in Gerstenpflanzen“) 
In dieser Arbeit wurde zunächst die Aktivität von Peroxidase-Enzymen in 
Gerstenpflanzen nach Magnaporthe-Befallen bestimmt. Im Rahmen einer 
Facharbeit eines Schülers wurden diese Untersuchungen ebenfalls für die 
Gerste/Mehltau-Interaktion unter Laborbedingungen (Kap.2.7) durchgeführt.  
Die unter Kap. 2.7 beschriebene Durchführung wurde anschließend für die Schule 
aufbereitet, indem einige Geräte durch andere ersetzt, Handhabungsschritte 
verändert und eine alternative Methode zur Auswertung der Ergebnisse gesucht 
wurden.  
Da zur Extraktion der POX-Enzyme aus Gerstenblättern in Schulen i.d.R. keine 
Zentrifugen zur Verfügung stehen, wurden Zentrifugationschritte durch 
Filtrationen mit einem Büchnertrichter und Filterpapier auf einer Saugflasche, die 
an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossen wird, ersetzt. Außerdem wurden 
Mengenangaben in μl durch Anzahl Tropfen aus einer Pasteurpipette ersetzt, 
wobei im Durchschnitt ein Tropfen etwa 30 μl entsprechen.  
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Abbildung 2.14.2: Entwicklung einer Vergleichsreihe mit bekanntem POX-
Enzymgehalt  
Dargestellt ist eine Reihe mit bekanntem, aufsteigenden Gehalt an POX-Enzymen 
nach Zugabe der angegebenen Mengen Enzymstammlösung in μl. Die 
Enzymstammlösung enthält 111 Units POX-Enzym/ml. Im Reaktionsgemisch sind 
neben 2,7 mL Natriumphosphatpuffer (50 mmol; pH 5,2) je 100 μl 0,1%ige H2O2-
Lösung und 0,1%ige Guajacol-Lösung enthalten. Als Produkt der enzymatischen 
Reaktion entsteht das brau gefärbte Tetra-Guajacol. Die Vergleichsreihe wurde nach 4  
10 und 20 minütiger Inkubationszeit fotographiert.  
 
Um POX-Aktivitäten in der Schule bestimmen zu können wird außerdem eine 
alternative Möglichkeit zur Auswertung benötigt, da oftmals in Schulen kein 
Spektralphotometer zur Verfügung steht. Ein optischer Vergleich von Proben mit 
Lösungen bekannten POX-Gehalts wurde dazu entwickelt (vgl. Abb. 2.14.2) und 
zunächst die Inkubationszeit, nach der die Auswertung erfolgen kann, ermittelt. 
Um sicherzustellen, dass eine Auswertung auch ohne Vergleichsreihe möglich ist, 
wurde in einem weiteren Schritt eine Farbskala (vgl. Abb. 2.14.3) erstellt, die 
unabhängig von einer frisch angesetzten Vergleichsreihe eingesetzt werden kann.  
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Abbildung 2.14.3: Entwicklung einer Vergleichsreihe (oben) und Farbskala 
(unten) 
Im Reaktionsgemisch sind jeweils die angegebene Anzahl Topfen POX-Stammlösung 
aus einer Pasteurpipette, 2,7 mL Natriumphosphatpuffer (50 mmol; pH 5,2) und je 3 
Tropfen 0,1%ige H2O2-Lösung und 0,1%ige Guajacol-Lösung enthalten. Als Produkt 
der enzymatischen Reaktion entsteht das brau gefärbte Tetra-Guajacol. Die Lösungen 
wurden nach 10 minütiger Inkubationszeit bei RT fotographiert (oben). Aus den sich 
ergebenden Farbintensitäten wurde eine Farbskala erstellt (unten).  
 
2.14.7. Material & Methode zu Baustein 7 (Die Gerste/Echter 
Mehltau Interaktion als Beispiel für Evolution und Genetik) 
Als Grundlage für die Entwicklung einer Aufgabe zu Evolution und Genetik dienen 
die Ergebnisse der Versuche in Kapitel 3.9, da die verwendeten Genotypen der 
Gerste in der Schule nicht verfügbar sein werden. Außerdem wird die 
Durchführung als problematisch angesehen, da der Zeitpunkt der Auswertung von 
16 h p.i. genau eingehalten werden muss und sehr viele Interaktionsstellen 
bewertet werden müssen, um eindeutige Ergebnisse zu erhalten. Darüberhinaus 
wird für SuS die Entfärbung und anschließende Färbung schwierig zu handhaben 
sein, da keine ungekeimten Sporen abgespült werden dürfen. Da der Versuch 
jedoch ein anschauliches Beispiel für die Auswirkung des Genotyps einer Pflanze 
auf die Entwicklung einer pilzlichen Spore darstellt, werden die Versuchs-
ergebnisse in einer materialgebundenen Aufgabe zur Auswertung für die SuS 
bereitgestellt. Der kritische Umgang mit experimentell ermittelten Daten kann auf 
diese Weise eingeübt werden.  
 
2.14.8. Versuchsprogramm für eine Schüleruniversität 
An der RWTH Aachen gab es bis zum Sommer 2009 noch keine Schüleruniversität 
im Fach Biologie. In Kooperation mit dem MINT-Verein soll ein Programm für eine 
MINT-WinterSchool bzw. Schüleruniversität an der RWTH Aachen im Bereich der 
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Biologie erstellt und durchgeführt werden. Neben dem Institut für 
Pflanzenphysiologie, gestalten weitere Insitute je ein Tagesprogramm mit 
Experimenten und Vorlesungen, die auf die SuS ausgerichtet werden. Im Rahmen 
dieser Arbeit wurde für die Pflanzenphysiologie ein Tagesprogramm für die SuS 
zusammengestellt. Aus zeitlichen Gründen und aufgrund der 
Sicherheitsvorschriften werden Versuche mit dem BSM-Virus der Gerste (2.13) 
nicht mit den SuS durchgeführt. Trotzdem können prinzpiell in der 
Molekularbiologie wichtige Arbeitstechniken, wie Isolation von Plasmiden aus 
Bakterien („Miniprep“, vgl. Kap. 2.9.2.1), die Restriktionsanalyse des isolierten 
Plasmids mit Konzentrationsbestimmung des DNA-Gehalts (vgl. Kap. 2.9.3) und 
einem Restriktionsansatz (vgl. 2.13.1.2), die Auftrennung der DNA-Fragmente 
mittels Gelelektrophorese (vgl. 2.9.4.2) und die Transformation von Bakterien 
(vgl. 2.13.1.4) mit den SuS im Rahmen einer Schüleruniversität durchgeführt 
werden.  
 
Isolierung von Plasmiden aus dem Bakterium Escherichia coli mittels 
„Boilingprep“ 
In Kapitel 2.9.2.1 ist die alkalische Lyse zur Isolation von Plasmiden aus 
Bakterien beschrieben worden. Eine weitere gängige Labormethode um Plasmide 
zu isolieren ist die „Boilingprep“. Da sie schneller durchzuführen ist, wurde sie für 
das Versuchsprogramm im Rahmen der Schüleruniversität ausgewählt. Folgende 
Arbeitsschritte sind dabei zu durchlaufen:    1,5 ml Bakterien (mit einem 
entsprechenden Plasmid) werden aus einer Übernacht-Kultur (ÜK; in LB-Medium) 
in 2 mL Reaktionsgefäße überführt,  verschlossen und  1 Minute bei 13000 rpm 
zentrifugiert. Der Überstand wird mit einer Pipette oder Saugvorrichtung 
sorgfältig abgesaugt und das Pellet (=Sediment) mit 110 μl STETL-Puffer 
versehen und resuspendiert. Die Reaktionsgefäße werden mit einem  
Verschlussclip versehen  und für 30 Sekunden in ein schon kochendes Wasserbad 
(100°C) gestellt. Anschließend erfolgt eine  Zentrifugation für 15 Minuten bei 
13.000 rpm und Raumtemperatur (RT). Das entstehende Pellet wird mit einem 
Zahnstocher entfernt und verworfen. Nach Zugabe von 110 μl Isopropanol wird 
erneut 15 Minuten bei RT zentrifugiert. Der  Überstand wird verworfen und das 
Pellet mit 0,5 ml kaltem 70%igem Ethanol gewaschen. Der Alkohol wird 
vollständig abgesaugt und das Pellt in 20 μl Wasser resuspendiert. Diese Plasmid-
Lösung kann mit Restriktionsenzymen behandelt oder auch direkt 
elektrophoretisch aufgetrennt werden.  
Restriktionsanalyse des isolierten Plasmids 
Die Konzentrationsbestimmung der DNA-Lösung erfolgt wie in Kap. 2.9.3 
beschrieben im UV-Spektrophotometer. Die Konzentration der Plasmid-Lösung 
wird mit sterilem Wasser auf 1μg/μl eingestellt und folgender Restriktionsverdau 
angesetzt: Zu  2 μg der Plasmid-DNA werden 16 μl steriles Wasser und 2 μl 
10xFD-Puffer pipettiert. Schließlich wird 1 μl des Restriktionsenzyms EcoRI 
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zugegeben und sorgfältig gemischt. Nach kurzem Zentrifugieren wird der Ansatz 
für 15 Min. bei 37°C inkubiert. Danach wird zu jedem Ansatz 5 μl 5xDNA-
Probenpuffer gegeben und der Ansatz vollständig auf ein 1,0% (w/v) Agarosegel 
zur gelelektrophoretischen Auftrennung (vgl. Kap. 2.9.4.2) aufgetragen. Zur 
Abschätzung der Fragmentgröße werden zusätzlich 6 μl eines DNA-
Größenmarkers in eine weitere Geltasche aufgetragen. 
Transformation des E. coli Stamms DH5α 
Die SuS sollen die Methode des Transformierens von Plasmid-DNA in Bakterien 
kennen lernen, indem sie entsprechend vorbereitete E. coli Zellen (Stamm DH5α) 
und einen Teil der hergestellten Plasmid-Lösung verwenden. Dazu werden zwei 
Reaktionsgefäße mit Bakterien auf Eis gehalten und mit T1 und T2 auf dem 
Deckel mit Filzstift beschriftet. Zu Reaktionsgefäß Nr. T1 werden 2 µl der 
hergestellten Plasmid-Lösung pipetiert und zu Reaktionsgefäß Nr. T2 werden 2 µl 
steriles Wasser pipettiert. Die Bakterien werden weiter auf Eis gehalten (etwa 30 
Minuten) und gelegentlich gemischt. Dann werden die Reaktionsgefäße genau 30 
Sekunden bei genau 42 °C inkubiert und sofort wieder auf Eis gestellt. An der 
Sterilbank werden 200µl LB-Medium (ohne Ampicillin) zu jedem Ansatz geben 
und bei 37 °C schütteln (optimal sind ca. 60 min).  Anschließend werden die 
Bakterien auf  3 LB-Amp-Platten ausgestrichen. Aus Ansatz T1 werden 25 µl auf 
Platte T1a und 50 µl auf Platte T1b gegeben und jeweils mit einer Impföse 
ausgestrichen. Aus Ansatz T2 werden 50 µl auf Platte T2 pipettiert und ebenfalls 
mit einer Impföse ausgestrichen.  Alle Platten werden offen gelassen, so dass 
keine Flüssigkeit mehr auf der Oberfläche zu sehen ist und schließlich mit 
Parafilm verschlossen und mit dem Boden nach oben bei 37°C inkubiert. 
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3. Ergebnisse  
In der vorliegenden Arbeit wurden zum einen Untersuchungen zur Rolle der 
Phytohormone und Hordatine bei der Resistenzausbildung der Gerste (Hordeum 
vulgare L.) gegen Pilze der Gattung Magnaporthe durchgeführt. Zum anderen 
wurden in einem integrativen, fachdidaktischen Ansatz wissenschaftliche 
Fragestellungen mit schulischen Inhalten verknüpft. Auf diese Weise sollten 
wissenschaftliche Forschungsvorhaben aus dem Bereich der Phytopathologie in 
Form von bausteinartigen Unterrichtsmaterialien aufgearbeitet und für einen 
Einsatz im Schulunterricht zugänglich gemacht werden. Die Schwerpunkte des 
fachwissenschaftlichen Arbeitens lagen auf der Charakterisierung der Rolle 
ausgewählter Phytohormone bei der Etablierung von Pilzerkrankungen auf 
Gerstenpflanzen. Zusätzlich sollten Hordatine, antimikrobiell wirksame 
Substanzen in Gerstenblättern, auf eine Beteiligung an der Resistenzausbildung 
der Gerste gegenüber verschiedenen Magnaporthe Isolaten untersucht werden. 
Die Schwerpunkte der fachdidaktischen Arbeiten umfassten das Auffinden eines 
geeigneten Pflanze-Pilz-Systems für den Einsatz in der Schule und die 
Entwicklung von Schulversuchen bzw. Modellen auf der Basis der 
wissenschaftlichen Experimente und Vorstellungen. In Form eines 
Baukastenprinzips wurden Informationsmaterialien, Arbeitsblätter etc. erstellt 
und in Bezug zu den Lehrplänen gesetzt, um eine Integration und Anwendung der 
neuen Unterrichtsmaterialien in bestehende Unterrichtseinheiten zu ermöglichen. 
3.1. Exogene Applikation von Phytohormonen 
In einem ersten Versuch wurden Lösungen der verschiedenen Pflanzenhormone 
(Salicylsäure (NaSA), Abscisinsäure (ABA), Gibberellinsäure (GA3), Auxin (IAA) 
und der Ethylenvorstufe 1-Aminocyclopropan-1-Carbonsäure (ACC)) hergestellt 
und auf Primärblätter der Gerste gesprüht bzw. eine mock-Behandlung (Kontroll-
Lösung ohne Hormone) durchgeführt. Nach einer einstündigen Inkubationszeit 
wurden die entsprechend behandelten Pflanzen mit Sporen des M. oryzae Isolats 
TH6772 oder mit Sporen einer putativ neuen, mit der Wirtpflanze Pennisetum 
assoziierten Magnaporthe Spezies CD180 inokuliert. Nach sieben Tagen wurden 
die Primärblätter auf für Magnaporthe typische Krankheitssymptome, graue 
Flecken mit einem braunen Rand (so genannte blasts), untersucht und jeweils 
fünf (TH6772) bzw. zwei (CD180) repräsentative Blätter fotografiert (Abbildung 
3.1.1). Auf Gerstenblättern (mock-Behandlung), die mit dem Magnaporthe 
Wirtisolat TH6772 inokuliert waren, zeigten sich nach einer Woche einige wenige 
blasts (vgl. Abbildung 3.1.1 oben). Nach exogener Applikation von NaSA, GA3, 
IAA und ACC traten Krankheitssymptome auf den Blättern in zur mock-
Behandlung vergleichbarer Anzahl auf. Nach ABA- Behandlung waren hingegen 
deutlich mehr blasts und ein stärkeres Vergilben von Blattbereichen im Vergleich 
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zur mock-Behandlung zu beobachten. Da das Magnaporthe-Isolat CD180 für 
Gerste ein Nichtwirt-Pathog ist, zeigten sich auf Gerstenblättern nach mock-
Behandlung nach einer Woche weder blasts noch Nekrosen (vgl. Abbildung 3.1.1 
unten). Keine der Pflanzenhormon-Behandlungen führte nach Inokulation mit 
CD180 zu sichtbaren Krankheitssymptomen.  
Neben der makroskopischen Analyse der Infektionsphänotypen nach 
Pflanzenhormonapplikation wurden zusätzlich Blattproben histologisch mittels 
Auflichtfluoreszenzmikroskopie untersucht. Eine häufig zu beobachtende Reaktion 
von Pflanzenzellen auf Pathogenbefall ist die Akkumulation von phenolischen  
 
 
 
Abbildung 3.1.1: Infektionsphänotypen nach exogener Applikation von 
verschiedenen Phytohormon-Lösungen und Inokulation mit Magnaporthe 
Isolat TH6772 (oben) oder CD180 (unten) 
Primärblätter der Gerstensorte Ingrid wurden sieben Tage nach Aussaat entweder mit 
einer Natriumsalicylat-Lösung (NaSA; 0,1 mM) oder einer Lösung der Ethylenvorstufe 1-
Aminocyclopropan-1-Carbonsäure (ACC; 20 µM) oder einer Auxin-Lösung (IAA; 20 µM) 
oder Gibberellinsäure-Lösung (GA3; 20 µM) oder Abscisinsäure-Lösung (ABA; 20 μM)  
bzw. mock-Lösung (ohne Hormone) besprüht. Nach einer Stunde Inkubationszeit 
wurden Pflanzen aller Behandlungen mit einer Sporensuspension des Magnaporthe 
Isolats TH6772 oder CD180 (jeweils 200.000 Sporen/mL) inokuliert. Eine Woche nach 
Inokulation wurden fünf bzw. zwei repräsentative Blätter jeder Behandlung fotografiert. 
Der Versuch wurde einmal mit ähnlichem Ergebnis wiederholt. 
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Abbildung 3.1.2: Mikroskopische Aufnahmen der zellulären Interaktions-
phänotypen zwischen Gerste und Magnaporthe 
Dargestellt sind typische lichtmikroskopische und fluoreszenzmikroskopische Bilder der 
Gerste/Magnaporthe Interaktion 72 Stunden nach Inokulation: (A) Epidermiszelle, in der 
sekundäre Hyphen des Pilzes zu erkennen sind; diese Epidermiszelle zeigte keine 
Autofluoreszenz im UV-Licht; (B) unterhalb eines Appressoriums ist eine Papille zu 
erkennen, die unter UV-Licht autofluoresziert (C); (D) Epidermiszelle mit granulärem 
Cytoplasma ohne pilzliche Hyphen, die unter UV-Licht Autofluoreszenz im Bereich der 
Zellwände zeigt (F); (E) Epidermiszelle, in der sekundäre pilzliche Hyphen zu erkennen 
sind und im UV-Licht Autofluoreszenz entlang der Zellwände zeigt (G); (H) 
Autofluoreszenz von Mesophyllzellen mit runder Form unterhalb einer befallenen 
Epidermiszelle; (I) Autofluoreszenz von kollabierten Mesophyllzellen unterhalb einer 
befallenen Epidermiszelle. 
Kon = Konidie; Ks = Keimschlauch; App = Appressorium; sek Hy = sekundäre Hyphen; 
Pap = Papille; EpiHR= hypersensitive Reaktion einer Epidermiszelle; rMes = 
Autofluoreszenz von rund geformten Mesophyllzellen; kMes = Autofluoreszenz von 
kollabierten Mesophyllzellen 
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Substanzen (Übersichtsartikel von von Nicholson und Hammerschmidt, 1992) die 
teilweise in lokale Zellwandappositionen (Kunoh et al. 1985; Mayama et al. 1978) 
oder in Zellwände von Epidermis- und Mesophyllzellen eingelagert werden (Koga 
et al. 1988). Da phenolische Substanzen eine Fluoreszenz im gelblichen bis 
grünen Spektralbereich zeigen, können sie durch Epifluoreszenzmikroskopie in 
einem Anregungsbereich von 450 bis 490 nm sichtbar gemacht werden. 
 
Bei diesen Untersuchungen wurden sechs zelluläre Interaktionsphänotypen 
(Kategorien) in der Gerste/Magnaporthe Interaktion unterschieden, die in der 
Abbildung 3.1.2 dargestellt sind. Fünf dieser Phänotypen wurden bereits von 
Jarosch et al. in früheren Untersuchungen beschrieben und in Kategorien 
eingeteilt (Jarosch et al. 1999, 2003, 2005). Der ersten Kategorie wurden 
Interaktionsstellen zugeordnet, bei denen in Epidermiszellen sekundäre Hyphen 
zu sehen waren und im UV-Licht keine Autofluoreszenz zu erkennen war 
(Abbildung 3.1.2 A). 
Der zweiten Kategorie wurden Interaktionsstellen zugeordnet, an denen die 
Pflanzenzelle lokal unterhalb eines Appressoriums Zellwandmaterial akkumulierte 
und eine so genannte Papille bildete (Abbildung 3.1.2 B), die aufgrund 
phenolischer Bestandteile unter UV-Licht autofluoreszierte (Abbildung 3.1.2 C). 
Der dritten Kategorie wurden Interaktionsstellen zugeordnet, an denen 
angegriffene Epidermiszellen ohne pilzliche Hyphen hypersensitiv reagierten, was 
mit einem granulär Werden des Cytoplasmas (Abbildung 3.1.2 D) und der 
Anreicherung von phenolischen Substanzen in den Zellwänden (Abbildung 3.1.2 
F) korrelierte. Der vierten Kategorie wurden Interaktionsstellen zugeordnet, an 
denen Epidermiszellen hypersensitiv reagierten und sekundäre pilzliche Hyphen 
enthielten (Abbildung 3.1.2 E/G). Im Verlauf der Interaktion kam es unterhalb 
einer befallenen Epidermiszelle zu verschiedenen Reaktionen von Mesophyllzellen. 
Zum einen gab es Mesophyllzellen, die durch die Einlagerung phenolischer 
Substanzen in ihre Zellwände fluoreszierten und ihre runde Form behielten (fünfte 
Interaktionskategorie; Abbildung 3.1.3. H). Zum anderen waren kollabierte 
Mesophyllzellen, die fluoreszierendes Material einlagerten, unter befallenen 
Epidermiszellen zu beobachten (sechste Interaktionskategorie; Abbildung 3.1.3. 
I). 
In Abbildung 3.1.3 ist die prozentuale Verteilung der Interaktionsstellen auf die 
einzelnen oben beschriebenen Kategorien bei einer Infektion von Gerste mit 
Magnaporthe Isolat TH6772 bzw. CD180 graphisch dargestellt. Zu 72 Stunden 
nach Inokulation mit TH6772 traten nach mock-Behandlung etwa 2% 
Interaktionsstellen auf, die als Hyphen ohne Fluoreszenz, 70% die als Papillen, 
4% die als Epidermis-HR ohne Hyphen und 15% die als Epidermis-HR mit Hyphen 
eingestuft wurden. Etwa 1% der Interaktionsstellen wurden als runde, 
fluoreszierende Mesophyllzellen und 8% als kollabierte Mesophyllzellen bewertet. 
Behandlungen mit NaSA, ACC oder IAA hatten nur einen geringen, nicht 
signifikanten Einfluss in der Wirtinteraktion auf die Verteilung der 
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Interaktionsstellen auf die einzelnen Kategorien im Vergleich zur mock-
Behandlung. Eine Behandlung der Gerstenpflanzen mit GA3-Lösung führte im 
Vergleich zur mock-Behandlung in der Wirtinteraktion zu einer signifikanten 
Reduktion der Interaktionsstellen, die als Papillen gewertet wurden, auf 56% und 
einem tendenziellen nicht signifikanten Anstieg von Interaktionsstellen, die als 
kollabierte Mesophyllzellen gezählt wurden, auf 15%. Eine Behandlung der 
Gerstenpflanzen mit ABA führte im Vergleich zur mock-Behandlung in der 
Wirtinteraktion zu einer deutlichen, signifikanten Reduktion der 
Interaktionsstellen, die als Papillen gewertet wurden auf 46% und einem 
signifikanten Anstieg von Interaktionsstellen, die als kollabierte Mesophyllzellen 
gewertet wurden, auf 20%. Zu 72 Stunden nach Inokulation waren nach der 
mock-Behandlung und CD180 Inokulation 77% der Interaktionsstellen als  
Papillen, 10% als Epidermis-HR ohne Hyphen und etwa 13% als runde, 
fluoreszierende Mesophyllzellen kategorisiert worden. Die Behandlung mit GA3- 
Lösung führte zu einer tendenziellen Erhöhung der Frequenz mit der 
Interaktionsstellen als Papillen eingestuft wurden auf 84% und zu einer Reduktion 
der Frequenz mit der Interaktionsstellen als Epidermis-HR bzw. runde, 
fluoreszierende Mesophyllzellen eingestuft wurden auf je 8%. Die Behandlungen 
mit NaSA, ACC, IAA oder ABA führten in der Nichtwirt-Interaktion im Vergleich 
zur mock-Behandlung zu einer ähnlichen, nicht signifikant unterschiedlichen 
Verteilung der Interaktionsstellen auf die einzelnen Kategorien. 
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Abbildung 3.1.3: Histologische Untersuchung von Gerstenprimärblättern nach 
exogener Applikation von verschiedenen Phytohormon-Lösungen und 
Inokulation mit Magnaporthe Isolat TH6772 bzw. CD180 zu 72 Stunden 
nach Inokulation 
Primärblätter des Gerstenkultivars Ingrid wurden sieben Tage nach Aussaat entweder 
mit einer Natriumsalicylat-Lösung (NaSA; 0,1 mM) oder einer Lösung der 
Ethylenvorstufe 1-Aminocyclopropan-1-Carbonsäure (ACC; 20 µM) oder einer Auxin-
Lösung (IAA; 20 µM) oder Gibberellinsäure-Lösung (GA3; 20 µM) oder Abscisinsäure-
Lösung (ABA; 20 μM)  bzw. mock-Lösung (ohne Hormone) besprüht und nach einer 
Stunde mit Sporen des Magnaporthe Isolats TH6772 bzw. CD180 (200.000 Sporen/mL) 
inokuliert. 72 Stunden nach Inokulation wurden Blätter für eine 
fluoreszenzmikroskopische Analyse in Entfärbe-Lösung geerntet. In der Abbildung sind 
die prozentualen Anteile der Interaktionsstellen an den benannten 
Interaktionskategorien in Form von Säulen dargestellt. Die Säulen zeigen den Mittelwert 
von vier Blättern auf denen jeweils mindestens 100 Interaktionsstellen pro Blatt 
ausgewertet wurden. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert 
an. Signifikante Unterschiede zwischen den Behandlung wurden für jede 
Interaktionskategorie separat ermittelt (One Way ANOVA mit p<0,05) und sind mit 
Buchstaben, die die Werte in Signifikanzgruppen einordnen, gekennzeichnet. Der 
Versuch wurde einmal mit ähnlichen Ergebnissen wiederholt.  
App. = Appressorium; HR = hypersensitive Reaktion 
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3.2. Verschiedene exogene ABA-Applikationen  
3.2.1. Sprühapplikation 
Nachdem sich in ersten Versuchen gezeigt hatte, dass das Phytohormon 
Abscisinsäure bei exogener Applikation auf die Gerstensorte Ingrid zu einer 
höheren Anfälligkeit für das M. oryzae Isolat TH6772 führte, sollte getestet 
werden, ob sich dies auch in anderen Gerstensorten zeigt. In Abbildung 3.2.1 ist 
die Anfälligkeit der Gerstenkultivare Ingrid, Steptoe, Morex, Pallas, Golden 
Promise, Hannah und Sultan5 für M. oryzae Isolat TH6772 nach Behandlung mit 
Abscisinsäure sechs Tage nach Inokulation auf jeweils fünf repräsentativen 
Blättern je Gerstensorte und Behandlung dargestellt. Die Sorte Ingrid wurde als 
Referenzsorte mit bereits bekanntem Einfluss von ABA auf die Interaktion mit 
TH6772 in den Versuch aufgenommen. 
 
 
Abbildung 3.2.1: Anfälligkeit verschiedener Gerstenkultivare für Magnaporthe 
oryzae nach Behandlung mit Abscisinsäure 
Primärblätter der Gerstenkultivare Ingrid, Steptoe, Morex, Pallas, Golden Promise, 
Hannah und Sultan5 wurden sieben Tage nach Aussaat mit Abscisinsäure-Lösung (ABA; 
20 μM) bzw. mock-Lösung (ohne ABA) behandelt und nach einer Stunde mit einer 
Sporensuspension von M. oryzae Isolat TH6772 (200.000 Sporen/mL) besprüht. Sechs 
Tage nach Inokulation wurden je Kultivar und Behandlung fünf repräsentative Blätter 
ausgewählt und zur Dokumentation der Befallsstärke fotografiert. Je Kuktivar sind zwei 
Bilder übereinander angeordnet, wobei oben die mock-Behandlung und unten die ABA-
Applikation dargestellt ist. Der Versuch wurde zweimal mit ähnlichen Ergebnissen 
wiederholt. 
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Abbildung 3.2.2: Befallsstärke nach Abscisinsäure-Behandlung und Inokulation 
mit M. oryzae Isolat TH6772 
Primärblätter der Gerstenkultivare Ingrid, Steptoe, Morex, Pallas, Golden Promise, 
Hannah und Sultan5 wurden sieben Tage nach Aussaat mit Abscisinsäure-Lösung (ABA; 
20 μM) bzw. mock-Lösung (ohne ABA) besprüht und nach einer Stunde mit einer 
Sporensuspension von M. oryzae Isolat TH6772 (200.000 Sporen/mL) besprüht. Sechs 
Tage nach Inokulation wurde die durchschnittliche Anzahl der Symptome (blasts) pro 
Blatt ermittelt und als Mittelwert von mindestens neun Blättern im Diagramm in Form von 
Säulen dargestellt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert an. 
Signifikante Unterschiede zwischen mock- und ABA-Behandlung (t-test mit p<0,05) 
innerhalb eines Kultivars sind mit * gekennzeichnet. Der Versuch wurde zweimal mit 
ähnlichen Ergebnissen wiederholt. 
 
In allen Kultivaren waren nach mock-Behandlung und anschließender Inokulation 
nach sechs Tagen typische blast-Symptome auf den Blättern zu erkennen; im 
Vergleich dazu entwickelten sich nach ABA-Applikation auf den Blättern von allen 
hier getesteten Kultivaren mit Ausnahme von Pallas deutlich mehr blasts. Zur 
genaueren quantitativen Auswertung wurde die Befallsstärke ermittelt, indem die 
blasts auf den Blättern gezählt wurden.  
In Abbildung 3.2.2 ist die Befallsstärke auf den genannten Gerstensorten nach 
ABA-Behandlung und Inokulation mit M. oryzae Isolat TH6772 dargestellt. Hier 
wurde die Anzahl der blasts pro Blatt ermittelt und als Mittelwert von mindestens 
neun Blättern im Diagramm dargestellt. Auf dem Kultivar Ingrid traten nach einer 
mock- Behandlung im Mittel etwa zwei blasts pro Blatt auf; nach ABA-Applikation 
stieg die mittlere Anzahl auf etwa 26 blasts pro Blatt an. Auf Blättern des 
Kultivars Steptoe traten im Mittel etwa 13 blasts pro mock- behandeltem Blatt 
und etwa 30 blasts pro ABA- behandeltem Blatt auf; auf Blättern der 
Gerstensorte Morex stieg die blast-Anzahl von etwa 23 (mock) auf etwa 45 blasts 
pro Blatt (ABA) an; auf Blättern des Kultivars Pallas konnten in der mock-
Behandlung etwa 65 und nach ABA-Applikation etwa 59 blasts pro Blatt gezählt 
werden; auf Blättern des Kultivars Golden Promise verdoppelte sich die Anzahl an 
blasts pro Blatt von ca. 14 (mock) auf etwa 28 (ABA) blasts pro Blatt; ebenso war 
bei Kultivar Hannah eine Zunahme von etwa 22 (mock) auf etwa 47 (ABA) blasts 
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pro Blatt zu beobachten; auf Blättern der Gerstensorte Sultan5 konnte im Mittel 
eine Zunahme von 18 (mock) auf etwa 35 (ABA) blasts pro Blatt festgestellt 
werden. 
 
 
Abbildung 3.2.3: Befallsstärke auf Kultivar Himalaya nach Abscisinsäure- 
Behandlung und Inokulation mit Magnaporthe Isolat TH6772 bzw. C180 
Primärblätter des Gerstenkultivars Himalaya wurden sieben Tage nach Aussaat mit 
Abscisinsäure-Lösung (20 μM) bzw. mock-Lösung (ohne ABA) besprüht und nach einer 
Stunde mit Sporen von Magnaporthe Isolat TH6772 (200.000 Sporen/mL) (A/B) bzw. 
CD180 (C/D) inokuliert. Sieben Tage nach Inokulation wurden repräsentative Blätter 
zur Dokumentation der Befallsstärke fotografiert (A/C), die durchschnittliche Anzahl 
der blasts pro Blatt ermittelt und als Mittelwert von mind. zehn Blättern im Diagramm 
(B) dargestellt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert an. 
Signifikante Unterschiede zwischen mock- und ABA-Behandlung (t-test mit p 0,05) 
sind mit * gekennzeichnet. In Abbildungsteil (D) ist eine fluoreszenzmikroskopische 
Analyse 72 Stunden nach Inokulation mit CD180 dargestellt. Im Diagramm sind die 
prozentualen Anteile der Interaktionsstellen an den Interaktionskategorien (unten im 
Diagramm benannt) in Form von Säulen dargestellt. Die Säulen zeigen den Mittelwert 
von vier Blättern auf denen jeweils mindestens 100 Interaktionsstellen pro Blatt 
ausgewertet wurden. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert 
an. Signifikante Unterschiede zwischen mock- und ABA-Behandlung (t-test mit 
p<0,05) wurden innerhalb einer Interaktionskategorie separat bestimmt und sind mit 
* gekennzeichnet. Der Versuch wurde einmal wiederholt.  
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Im Verlauf der Untersuchungen stand ein weiteres Gerstenkultivar (Himalaya) zur 
Verfügung und wurde auf seine Anfälligkeit für Magnaporthe nach Behandlung mit 
Abscisinsäure getestet. Der Einfluss von Abscisinsäure auf die Nichtwirt-
Interaktion von Himalaya mit Magnaporthe Isolat CD180 wurde hier ebenfalls 
untersucht, da sich bei mikroskopischen Analysen gezeigt hatte, dass in 
autofluoreszierenden Epidermiszellen sekundäre Hyphen auftraten, was auf dem 
Kultivar Ingrid nur in sehr geringem Maße (etwa 1%) beobachtet wurde (siehe 
Abbildung 3.6.2). Diese Beobachtung sprach dafür, dass die Nichtwirt-Resistenz 
in Himalaya gegen das Magnaporthe-Isolat CD180 weniger effektiv im Vergleich 
zum Kultivar Ingrid ist. Daher stellte sich die Frage, ob eine ABA-Applikation die 
Nichtwirt-Resistenz von Himalaya weiter vermindern könnte. 
In Abbildung 3.2.3 ist die Befallsstärke auf Kultivar Himalaya nach Abscisinsäure- 
Behandlung und Inokulation mit Magnaporthe Isolat TH6772 bzw. C180 
dargestellt. Es ist zu erkennen, dass nach ABA-Behandlung in der Wirtinteraktion 
mit 40 blasts pro Blatt signifikant mehr Symptome vorhanden waren im Vergleich 
zur mock-Behandlung (Abbildung 3.2.3 A/B). In der Nichtwirt-Interaktion waren 
weder auf mock- noch auf ABA-behandelten Blättern Symptome zu erkennen 
(Abbildung 3.2.3 C). Daher wurde zusätzlich eine fluoreszenzmikroskopische 
Analyse der Nichtwirt-Interaktion nach ABA-Behandlung durchgeführt. In 
Abbildung 3.2.3 D ist zu erkennen, dass nach ABA-Behandlung signifikant 
weniger Interaktionstellen der Kategorie Papille und signifikant mehr 
Interaktionsstellen der Kategorie Epidermis-HR mit Hyphen zugeordnet wurden. 
 
3.2.2. Gießapplikation von Abscisinsäure  
Nachdem festgestellt wurde, dass eine ABA-Sprühapplikation auf die Blätter zu 
einer gesteigerten Anfälligkeit der Gerstenpflanzen für M. oryzae führte, stellte 
sich die Frage, ob die Aufnahme von ABA durch die Wurzel ebenfalls zu einem 
ähnlichen Anstieg der Befallsstärke führen würde. Dazu wurden Versuche 
durchgeführt, bei denen eine ABA-Lösung an die Wurzeln gegossen und nach 24 
bzw. 48 Stunden Inkubationszeit die Blätter mit M. oryzae inokuliert wurden. 
Außerdem wurden zu 24 Stunden nach ABA-Applikation nicht inokulierte Blätter 
für eine Bestimmung des endogenen ABA- (und SA-) Gehalts geerntet und mittels 
HPLC-MS-MS analysiert. 
In Abbildung 3.2.4 sind die Ergebnisse einer Abscisinsäure-Gießapplikation und 
deren Auswirkungen auf die Interaktion zwischen Gerste und M. oryzae Isolat 
TH6772 dargestellt. 24 Stunden vor Inokulation mit TH6772 wurden sieben Tage 
alte Pflanzen entweder mit Wasser, einer mock-Lösung (methanolhaltig, ohne 
ABA) oder einer ABA-Lösung verschiedener Konzentrationen (20, 100, 200 oder 
300 µM) gegossen (Abbildung 3.2.4 oben). Sieben Tage nach Inokulation erfolgte 
die Ermittlung der Befallsstärke auf den Primärblättern. Auf nur mit Wasser 
gegossenen Pflanzen (mock) hatten sich durchschnittlich etwa 14 blasts pro Blatt 
ausgebildet. Auf Blättern die mit 20 µM ABA-Lösung gegossen wurden, waren mit 
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23 blasts pro Blatt signifikant mehr blasts ausgebildet als auf Blättern, die mit 
mock-Lösung behandelt waren. Ebenso führte eine 100 µM ABA-Gießapplikation 
mit 29 blasts pro Blatt zu einer signifikanten Erhöhung der Symptomanzahl pro 
Blatt. Auch führte eine 200 µM ABA-Gießapplikation zu einer signifikanten 
Erhöhung der Symptomanzahl pro Blatt auf 38 blasts pro Blatt. Die höchste 
getestete ABA-Konzentration von 300 µM führte ebenfalls zu einer signifikanten 
Zunahme der Symptomzahl auf 30 blasts pro Blatt im Vergleich zur zugehörigen 
mock-Gießbehandlung mit 19 blasts pro Blatt. 
 
 
 
 
Abbildung 3.2.4: Einfluss einer Abscisinsäure- Gießapplikation auf die 
Interaktion von Gerste mit M. oryzae Isolat TH6772 
Gerstenpflanzen der Sorte Ingrid wurden in sterilisierter Erde angezogen und im Alter 
von sieben Tagen mit Wasser oder Abscisinsäure- Lösungen der Konzentrationen 20, 
100, 200 oder 300 μM gegossen bzw. mock-Lösung (ohne ABA) gegossen (20 
mL/Topf). Nach 24 Stunden (oben) bzw. 48 Stunden (unten) nach ABA-Applikation 
erfolgte die Inokulation mit Magnaporthe Isolat TH6772 (200.000 Sporen/mL); 
hierbei handelt es sich jeweils um ein eigenständiges Experiment. Sieben Tage nach 
Inokulation erfolgte die Ermittlung der Befallsstärke auf den Primärblättern. Dazu 
wurden die typischen blasts pro Blatt gezählt und als Mittelwert von mind. 10 Blättern 
im Diagramm in Form von Säulen dargestellt. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante Unterschiede zwischen mock- 
und ABA-Behandlung (t-test mit p<0,05) innerhalb einer ABA-Konzentration mit 
zugehöriger mock-Behandlung wurden separat ermittelt und sind mit * 
gekennzeichnet. Der Versuch wurde zu 48 Stunden mit ähnlichen Tendenzen 
wiederholt. 
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In einem unabhängigen Experiment wurde die ABA- Behandlung 48 Stunden vor 
Inokulation mit TH6772 durchgeführt (Abbildung 3.2.4 unten). Auf nur mit 
Wasser gegossenen Pflanzen hatten sich durchschnittlich etwa 8 blasts pro Blatt 
ausgebildet. Auf Blättern die mit 20 µM ABA-Lösung gegossen wurden, waren mit 
17 blasts pro Blatt signifikant mehr blasts ausgebildet als auf Blättern, die mit 
mock-Lösung behandelt waren. Ebenso führte eine 100 µM ABA-Gießapplikation 
mit 37 blasts pro Blatt zu einer signifikanten Erhöhung der Symptomanzahl pro 
Blatt. Auch führte eine 200 µM ABA-Gießapplikation zu einer signifikanten 
Erhöhung der Symptomanzahl pro Blatt auf 39 blasts pro Blatt. Die höchste 
getestete ABA-Konzentration von 300 µM führte ebenfalls zu einer signifikanten 
Zunahme der Symptomzahl auf 34 blasts pro Blatt im Vergleich zur zugehörigen 
mock-Gießbehandlung mit 8 blasts pro Blatt. Zusammenfassend kann für eine 
ABA-Gießapplikation festgestellt werden, dass eine Sättigungskinetik ab etwa 100 
µM ABA-Konzentration auftritt, da durch weitere Erhöhung der ABA-Konzentration 
die Anzahl der Symptome nicht mehr gesteigert werden kann. Dies bedeutet 
außerdem, dass das endogene ABA-Level bei Gießen einer 100 µM ABA-Lösung 
für den Effekt auf die Infektion ausreichend ist (vgl. Abb. 3.2.5).  
 
 
Abbildung 3.2.5: Endogener Gehalt an Abscisin- und Salicylsäure in 
Gerstenprimärblättern 24 Stunden nach ABA-Gießapplikation an die 
Wurzeln 
Gerstenpflanzen der Sorte Ingrid wurden in sterilisierter Erde angezogen und im Alter 
von sieben Tagen mit Abscisinsäure- Lösungen der Konzentrationen 20, 100, 200 
oder 300 μM bzw. Wasser ohne Abscisinsäure gegossen (20 mL/Topf). Nach 24 
Stunden wurden drei Parallelproben bestehend aus je fünf Blättern geerntet und 
homogenisiert. Von jeder Probe wurden 150 mg abgewogen, diese mit einem 
deuterierten ABA- und SA- Standard versetzt und die Hormone mit 
Aceton/bidest./Essigsäure (20%/79%/1%) (V/V/V) extrahiert. Anschließend erfolgte 
die Auftrennung und Quantifizierung mittel einer HPLC-MS-MS Analyse. Die ABA- 
Menge ist als ABA-Gehalt in ng pro g Frischgewicht im Diagramm (grün) dargestellt. 
Salicylsäure ist ebenfalls in ng/g Frischgewicht (violett) angegeben. In Form von 
Säulen ist in beiden Fällen der Mittelwert aus drei Einzelwerten aus einem Experiment 
mit Standardabweichung (Fehlerbalken) dargestellt. 
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Um der Frage nachzugehen, ob an Gerstenwurzeln gegossene ABA dazu führt, 
dass in den Blättern eine erhöhte endogene ABA-Konzentration vorliegt, wurde 
der endogener Gehalt an Abscisinsäure in Gerstenprimärblättern 24 Stunden nach 
ABA-Gießapplikation an die Wurzeln bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 
3.2.4 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass mit steigender ABA-Konzentration, die 
an die Wurzeln appliziert wurde, auch der endogene Gehalt in den Primärblättern 
zunahm. In mit Wasser behandelten Blättern betrug der ABA-Gehalt etwa 3 ng/g 
Frischgewicht; 36, 108, 256 und 396 ng ABA/g Frischgewicht wurden in den 
Blättern gemessen bei 20 µM, 100 µM, 200 µM bzw. 300 µM ABA-Konzentration, 
die gegossen wurde. Das basale SA-Level änderte sich von etwa 61 ng/g 
Frischgewicht mit steigender endogenen ABA-Konzentration nur sehr geringfügig 
auf maximal 93 ng/g Frischgewicht bei 200 µM ABA-Applikation. 
 
3.3. Untersuchungen zum Mechanismus der induzierten 
Anfälligkeit der Gerste gegen Magnaporthe nach exogen 
applizierter Abscisinsäure 
Es konnte festgestellt werden, dass fast alle der hier getesteten Kultivare der 
Gerste (außer Pallas) nach ABA-Applikation anfälliger für das kompatible Isolat 
TH6772 von M. oryzae wurden. Prinzipiell könnte das Phytohormon Abscisinsäure 
die Pathogenabwehr der Pflanze auf verschiedene Weisen modulieren, z.B. durch 
Unterdrückung der Phenylalanin- Ammoniumlyase- Aktivität, Unterdrückung der 
Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) wie H2O2 oder Stimulation 
der Callosedeposition (Übersichtsartikel von Asselbergh, Vleesschauwer, Höfte, 
2008). Um die spezifische Wirkung von ABA in der Gerste/Magnaporthe 
Interaktion zu bestimmen, wurden histologische, biochemische und 
molekularbiologische Experimente mit dem Kultivar Ingrid durchgeführt. 
3.3.1. Aufnahme von Abscisinsäure nach Sprühapplikation  
Um festzustellen welche Menge an Abscisinsäure von Gerstenblättern 
aufgenommen wird wurde die Verweildauer und Aufnahme von exogen 
gesprühter Abscisinsäure-Lösung bestimmt (Abbildung 3.3.1). In unbehandelten 
Blättern konnte ein endogener ABA-Gehalt von etwa 2 ng/g Frischgewicht 
gemessen werden. Wurden Blätter mit einer 20 µM ABA-Lösung besprüht und 
sofort zur Bestimmung der ABA-Konzentration geerntet, so ergab sich ein Wert 
von 12*102 ng ABA/g Frischgewicht (600 fach erhöhte Menge im Vergleich zu 
unbehandelten Blättern). Wurde die gesprühte ABA-Lösung unmittelbar nach 
Applikation mit Methanol abgespült und der verbliebene ABA-Gehalt bestimmt so 
ergab sich ein Wert von 78 ng ABA/g Frischgewicht (39 fach erhöhte Menge im 
Vergleich zu unbehandelten Blättern). Wurde nach ABA-Applikation eine Stunde 
bis zur Ernte gewartet, konnte in nicht abgewaschenen Proben eine ABA-Menge 
von 16*102 ng/g Frischgewicht und in nach einer Stunde abgewaschenen Blättern 
143 ng ABA/g Frischgewicht gemessen werden. Zu 12 Stunden nach ABA-
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Applikation konnten 388 ng ABA/g Frischgewicht gemessen werden und bei 
abgewaschenen Proben noch 86 ng ABA/g Frischgewicht. Zu 24 Stunden nach 
ABA-Applikation konnten 169 ng ABA/g Frischgewicht gemessen werden und bei 
abgewaschenen Proben noch 66 ng ABA/g Frischgewicht. Diese Ergebnisse 
deuten darauf hin, dass unabhängig von der Verweildauer der gesprühten ABA-
Lösung von den Blättern eine maximale Menge von ca. 80-100 ng ABA/g 
Frischgewicht aufgenommen wird.  
 
 
 
 
Abbildung 3.3.1: Aufnahme von exogen applizierter Abscisinsäure nach Sprühen 
auf Primärblätter der Gerstesorte Ingrid  
Sieben Tage alte Primärblätter der Gerstensorte Ingrid wurden zu Versuchsbeginn (0 
Stunden nach ABA-Sprühapplikation) mit Abscisinsäure- Lösung (ABA; 20 μM) besprüht 
bzw. ein Teil der Pflanzen blieb unbehandelt (links im Diagramm). Es wurden sofort drei 
Parallelproben mit je fünf Blättern pro Probe von sowohl unbehandelten als auch ABA-
behandelten Pflanzen geerntet. Außerdem wurde ein Teil der ABA-behandelten Pflanzen 
eine Minute in Methanol inkubiert, um außen anhaftende ABA zu entfernen, und dann 
ebenfalls drei Parallelproben mit je fünf Blättern pro Probe geerntet. Nach einer Stunde, 
sowie 12 und 24 Stunden wurden weitere Proben von ABA-behandelten Pflanzen und von 
Pflanzen, deren ABA unmittelbar vor der Ernte abgewaschen wurde, geerntet. In 
flüssigem Stickstoff wurden alle Proben homogenisiert. Von jeder Probe wurden 150 mg 
abgewogen, diese mit einem deuterierten ABA-Standard versetzt und ABA mit 
Aceton/bidest./Essigsäure (20%/79%/1%) (V/V/V) extrahiert. Anschließend erfolgte die 
Auftrennung und Quantifizierung mittels einer HPLC-MS-MS Analyse. Die ABA- Menge ist 
als ABA-Gehalt in ng pro g Frischgewicht im Diagramm in dargestellt. In Form von Säulen 
ist der Mittelwert aus drei Parallelproben eines Experiments dargestellt. Die Fehlerbalken 
geben die Standardabweichung vom Mittelwert an. 
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3.3.2. Veränderung des Infektionsverlaufs in der Gerste/ 
Magnaporthe Interaktion nach Abscisinsäure-Applikation 
Zunächst wurde der zeitliche Verlauf der Pflanze-Pathogen-Interaktionen nach 
ABA-Behandlung näher betrachtet (siehe Abbildung 3.3.2). Dazu wurden Blätter 
mit Abscisinsäure besprüht und mit TH6772 bzw. CD180 inokuliert.  
Das Nichtwirt-Isolat CD180 wurde hier ebenfalls untersucht obwohl in den ersten 
Versuchen kein makroskopischer und zu 72 Stunden nach Inokulation kein 
mikroskopischer Einfluss sichtbar war, weil Abscisinsäure die Pflanze in einer 
frühen Abwehrreaktion beeinflussen könnte und sich dies auch auf die 
Entwicklung von CD180 auswirken könnte.  
In der Abbildung 3.3.2 A ist die Befallsstärke sieben Tage nach Inokulation im 
Vergleich von mock- und ABA- behandelten Blättern dargestellt. Im Falle der 
Wirtinteraktion hatten sich nach ABA-Behandlung deutlich mehr blast-Symptome 
auf den Blättern im Vergleich zur mock-Behandlung gebildet. Außerdem waren 
Blattbereiche um die Symptome teilweise stärker vergilbt als in mock-
behandelten Pflanzen. Wurden Gerstenpflanzen nach ABA-Applikation mit CD180 
inokuliert so traten makroskopisch weder blasts noch Nekrosen auf.  
Zu 48 und 72 Stunden nach Inokulation wurden Proben für eine 
fluoreszenzmikroskopische Analyse von mock-behandelten und mit TH6772 bzw. 
CD180 inokulierten Blättern geerntet und ausgewertet. Die 
fluoreszenzmikroskopische Analyse sollte Aufschluss darüber geben, ob ABA die 
Kinetik der Wirt- bzw. Nichtwirtinteraktion von Gerste mit Magnaporthe bezüglich 
der Akkumulation von phenolischen Substanzen beeinflusst. Das Ergebnis einer 
solchen Analyse ist in Abbildung 3.3.2 B zu sehen. Hier wurde die prozentuale 
Verteilung der Interaktionsstellen (mindestens 100 ausgewertete 
Interaktionstellen pro Blatt) auf die jeweiligen Interaktionskategorien (vgl. 
Abbildung 3.1.2) dargestellt. In der Wirtinteraktion war nach 48 Stunden auf 
Blättern von mock-behandelten Pflanzen an 17% der Interaktionsstellen 
Hyphenwachstum in Epidermiszellen ohne Fluoreszenz, an 72% Fluoreszenz lokal 
unter Appressorien (Papillen), an etwa 3% Autofluoreszenz einer Epidermiszelle 
(Epidermis-HR) ohne Hyphen, an mehr als 6% der Interaktionsstellen 
Autofluoreszenz einer Epidermiszelle (Epidermis-HR) mit Hyphen, an mehr als 1% 
Autofluoreszenz von runden Mesophyllzellen und nur sehr wenige kollabierte, 
autofluoreszierende Mesophyllzellen, kategorisiert worden. 
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Abbildung 3.3.2: Einfluss von Abscisinsäure auf die Interaktion von Gerste  
mit einem Wirt- bzw. Nichtwirt-Isolat von Pilzen der Gattung 
Magnaporthe (TH6772 bzw. CD180): A) Infektionsphänotyp sieben Tage 
nach Inokulation und (B) fluoreszenzmikroskopische Analyse zu 48 und 
72 Stunden nach Inokulation 
Primärblätter des Gerstenkultivars Ingrid wurden sieben Tage nach Aussaat mit 
Abscisinsäure-Lösung (20 μM) bzw. mock-Lösung (ohne ABA) besprüht und nach 
einer Stunde mit Sporen der Magnaporthe Isolate TH6772 bzw. CD180 (jeweils 
200.000 Sporen/mL) inokuliert. (A) Zur Dokumentation der Befallsstärke wurden 
sieben Tage nach Inokulation fünf repräsentative Blätter jeder Behandlung und 
Inokulation fotografiert. Außerdem wurden zu 48 und 72 Stunden nach Inokulation (h 
p.i.) Blätter für eine fluoreszenzmikroskopische Analyse in Entfärber-Lösung geerntet. 
Im Diagramm (B) sind die prozentuale Verteilung der Interaktionsstellen auf die 
Interaktionskategorien (rechts im Diagramm benannt) in Form von Säulen 
dargestellt. Die Säulen zeigen den Mittelwert von vier Blättern auf denen jeweils 
mindestens 100 Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet wurden. Die Fehlerbalken 
geben die Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante Unterschiede 
zwischen mock- und ABA-Behandlung (t-test mit p<0,05) innerhalb einer 
Interaktionskategorie sind mit * gekennzeichnet und wurden für jedes Pilzisolat und 
jeden Zeitpunkt separat ermittelt. Der Versuch wurde zweimal mit ähnlichen 
Ergebnissen wiederholt. 
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Eine ABA-Behandlung führte 48 h p.i. zu einer signifikanten Zunahme auf 30% 
von Hyphenwachstum im Blattgewebe ohne Fluoreszenz und zu einer 
signifikanten Abnahme auf knapp 61% von Interaktionsstellen, die als Papillen 
eingeordnet wurden. Mit 3% Epidermis-HR ohne Hyphen, knapp 5% Epidermis-
HR mit Hyphen und je etwa 1% Autofluoreszenz von runden bzw. kollabierten 
Mesophyllzellen, waren in diesen Kategorien keine signifikanten Unterschiede in 
der Wirtinteraktion im Vergleich zur mock-Behandlung festgestellt worden. In der 
Wirtinteraktion war nach 72 Stunden unter 3% Interaktionsstellen mit 
Hyphenwachstum ohne Fluoreszenz und knapp 69% Interaktionsstellen, die der 
Kategorie Papillen zugeordnet werden konnten, beobachtet worden, 2% 
Epidermis-HR ohne Hyphen und über 18% Epidermis-HR mit Hyphen. Im 
Mesophyll waren 2% der Interaktionsstellen als Autofluoreszenz von Zellen mit 
runder Form und 6% waren als autofluoreszierende kollabierte Zellen bewertet 
worden. Nach ABA-Behandlung waren 5% der Interaktionsstellen als Hyphen 
ohne Fluoreszenz gezählt worden. Die Anzahl an Interaktionsstellen mit Papillen 
nahm signifikant auf 50% ab. 2% der Interaktionsstellen wurden als Epidermis-
HR ohne und 19% als Epidermis-HR mit Hyphen kategorisiert und waren durch 
die ABA-Behandlung nicht signifikant beeinflusst. Außerdem traten an 1% der 
Interaktionsstellen runde, fluoreszierende Mesophyllzellen auf. Mit knapp 21% 
waren signifikant mehr Interaktionsstellen in der Wirtinteraktion nach ABA-
Applikation als kollabierte Mesophyllzellen kategorisiert worden im Vergleich zur 
mock-Behandlung. Insgesamt konnte festgestellt werden, dass die Häufigkeit der 
Papillen zu 48 und 72 Stunden nahezu gleich blieb und sich die Papillen-basierte 
Resistenz zwischen 48 und 72 Stunden nicht mehr änderte.  
In der Nichtwirt-Interaktion traten zu 48 Stunden an 89% der Interaktionsstellen 
Papillen, 10% Epidermis-HR ohne Hyphen und 1% Epidermis-HR mit Hyphen auf. 
Nach ABA-Behandlung nahm die Frequenz mit der Interaktionsstellen der 
Kategorie „Papille“ zugeteilt wurde auf über 94% signifikant zu und die Einteilung 
in die Kategorie „Epidermis-HR ohne Hyphen“ signifikant auf etwa 5% ab. Im 
Vergleich zu Abbildung 3.1.3 stellt dies eine Abweichung in den Ergebnissen dar, 
da zuvor kein signifikanter Unterschied zwischen mock- und ABA-Behandlung in 
der Nichtwirtinteraktion von Gerste mit CD180 festgestellt worden war. In 
Abbildung 3.3.2 ist der Unterschied ebenfalls nicht groß, ist aber signifikant. 
Diese Unterschiede zwischen den Versuchen können mit natürlichen 
Schwankungen zwischen den einzelnen biologischen Replikaten bei einem 
generell geringen Einfluß der Abscisinsäure erklärt werden. Nur wenige 
Interaktionsstellen wurden als Epidermis-HR mit Hyphen und als runde, 
autofluoreszierende Mesophyllzellen gezählt (zusammen etwa 1%). Nach 72 
Stunden waren in der Nichtwirtinteraktion in der mock-Behandlung an etwa 83% 
der Interaktionsstellen Papillen, an knapp 14 % Epidermis-HR ohne Hyphen und 
an knapp 3% runde, fluoreszierende Mesophyllzellen beobachten worden. Nach 
ABA-Behandlung stieg die Frequenz mit der Interaktionsstellen der Kategorie 
Papille zugeordnet wurde signifikant auf etwa 91% und die Zuteilung zur 
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Kategorie Epidermis-HR ohne Hyphen nahm signifikant auf 8% ab. In der 
Nichtwirt-Interaktion wurde etwa 1% der Interaktionsstellen der Kategorie runde 
fluoreszierende Mesophyllzellen zugeordnet. 
3.3.3. Einfluss von Abscisinsäure auf die Akkumulation von 
Wasserstoffperoxid in der Gerste/Magnaporthe Interaktion 
Des Weiteren wurde der Einfluss von Abscisinsäure auf die Akkumulation von 
Wasserstoffperoxid mittels einer Diaminobenzidin-(DAB)- Färbung zu 24 und 48 
Stunden nach Inokulation mit Wirt- bzw. Nichtwirt-Isolaten von Magnaporthe 
untersucht (s. Abbildung 3.3.3 und 3.3.4). In Abbildung 3.3.3 sind typische 
lichtmikroskopische Bilder der Interaktion von Gerste mit Pilzen der Gattung 
Magnaporthe nach einer Färbung von Wasserstoffperoxid mittels DAB 
zusammengestellt. Es wurden in Anlehnung an Arbeiten von Zellerhoff et al. 
(2008) sieben Interaktionskategorien voneinander unterschieden, die im 
Folgenden beschrieben werden. Der Kategorie 1 wurden Interaktionsstellen 
zugeordnet, an denen ausgekeimte Konidien ein Appressorium (App.) auf einer 
Epidermiszelle gebildet hatten, in der weder eine braune Färbung noch sekundäre 
Hyphen zu erkennen waren (Abbildung 3.3.3 A); hatten sich bereits sekundäre 
Hyphen in der angegriffenen, nicht gefärbten Epidermiszelle entwickelt, so 
wurden diese Interaktionsstellen separat gezählt und der Kategorie 2 zugeordnet 
(Abbildung: 3.3.3 B). An einigen Interaktionsstellen war eine lokale Braunfärbung 
unterhalb (Abbildung: 3.3.3 D) oder in unmittelbarer Nähe von Appressorien in 
Form von braun gefärbten Vesikeln (Abbildung: 3.3.3 C) zu erkennen. Dabei 
wurde unterschieden ob sekundäre Hyphen in der Epidermiszelle unterhalb der 
Appressorien vorhanden waren (kein Bild dargestellt) oder nicht (Kategorien 3 
und 4). Außerdem konnten angegriffene Epidermiszellen, die komplett braun 
gefärbt waren, beobachtet werden. Auch hier wurde getrennt bewertet, ob 
pilzliche Hyphen in der Zelle vorhanden waren (Abbildung: 3.3.3 F/G) oder nicht 
(Abbildung: 3.3.3 E) (Kategorie 5 bzw. 6). Teilweise kam es auch unterhalb einer 
befallenen Epidermiszelle (Abbildung: 3.3.3 G) zu Braunfärbungen von 
Mesophyllzellen, die ihre runde Form behielten, (Kategorie 7; Abbildung: 3.3.3 
H). 
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Abbildung 3.3.3: Mikroskopische Aufnahmen der zellulären Interaktions-
phänotypen zwischen Gerste und Magnaporthe nach einer DAB-Färbung  
Dargestellt sind typische lichtmikroskopische Bilder der Interaktion von Gerste mit Pilzen 
der Gattung Magnaporthe nach einer Färbung von Wasserstoffperoxid mittels DAB: (A) 
Epidermiszelle mit ausgekeimter Konidie und Appressorium, in der weder eine braune 
Färbung noch sekundäre Hyphen zu erkennen sind; (B) Epidermiszelle mit App, in der 
sekundäre Hyphen des Pilzes zu erkennen sind; diese Epidermiszelle zeigte keine 
Färbung; (C/D) eine dreizellige Konidie von Magnaporthe ist mit einem Keimschlauch 
ausgekeimt und hat ein braun gefärbtes App gebildet; unterhalb des App ist eine lokale 
Braunfärbung zu erkennen und braun gefärbte Vesikel in direkter Umgebung der 
Penetrationsstelle; (E) App auf Epidermiszelle, die komplett braun gefärbt ist ohne 
pilzliche Hyphen; (F) App auf einer braun gefärbten Epidermiszelle, in der sekundäre 
pilzliche Hyphen zu erkennen sind; (H) Braunfärbung von Mesophyllzellen mit runder 
Form unterhalb einer befallenen Epidermiszelle (hier: G). 
Kon = Konidie; Ks = Keimschlauch; App = Appressorium; sek Hy = sekundäre Hyphen
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Abbildung 3.3.4: Einfluss von Abscisinsäure auf die Akkumulation von 
Wasserstoff-peroxid in der Interaktion zwischen Gerste und Magnaporthe 
Isolat TH6772 bzw. CD180 (DAB-Färbung) 
Primärblätter des Gerstenkultivars Ingrid wurden sieben Tage nach Aussaat mit 
Abscisinsäure-Lösung (ABA; 20 μM) bzw. mock-Lösung (ohne ABA) besprüht und nach 
einer Stunde mit Sporen der Magnaporthe Isolate TH6772 bzw. CD180 (jeweils 200.000 
Sporen/mL) inokuliert. Zu 24 und 48 Stunden nach Inokulation (h p.i.) wurden Blätter für 
eine DAB-Färbung geerntet, anschließend in Entfärbe-Lösung überführt und 
mikroskopisch ausgewertet. Im Diagramm ist die prozentuale Verteilung der 
Interaktionsstellen auf die Interaktionskategorien (rechts im Diagramm benannt) in Form 
von Säulen dargestellt. Die Säulen zeigen den Mittelwert von vier Blättern auf denen 
jeweils mindestens 100 Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet wurden. Die 
Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante 
Unterschiede zwischen mock- und ABA-Behandlung (t-test mit p<0,05) wurden innerhalb 
einer Inokulation mit einem Magnaporthe Isolat separat zu jedem ausgewerteten 
Zeitpunkt bestimmt und sind mit Buchstaben, die die Werte in Signifikanzgruppen 
einordnen, gekennzeichnet. Der Versuch wurde einmal wiederholt.
 
In Abbildung 3.3.4 ist die prozentuale Verteilung der Interaktionsstellen auf die 
einzelnen oben beschriebenen Kategorien bei einer Infektion von Gerste mit 
TH6772 bzw. CD180 nach einer DAB-Färbung dargestellt. Zu 24 Stunden wurden  
in der Wirtinteraktion nach mock-Behandlung etwa 30% Interaktionsstellen ohne 
Färbung/ohne Hyphen und etwa 21% mit Färbung/ohne Hyphen unterhalb eines 
Appressoriums beobachtet. An 18% der Interaktionsstellen wurde eine Färbung 
der angegriffenen Epidermiszelle ohne Hyphen und an 25% der 
Interaktionsstellen eine Färbung der angegriffenen Epidermiszelle mit Hyphen 
beobachtet; an etwa 8% der Interaktionsstellen waren runde, braun gefärbte 
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Mesophyllzellen zu erkennen. Nach ABA-Behandlung konnte zu 24 Stunden in der 
Wirtinteraktion eine signifikante Zunahme an Interaktionsstellen mit 
Färbung/ohne Hyphen unter Appressorien und eine signifikante Abnahme an 
Interaktionsstellen mit Hyphen in einer gefärbten Epidermiszelle beobachtet 
werden. In der Nichtwirtinteraktion waren zu 24 Stunden etwa an 30% der 
Interaktionstellen keine Färbung/ohne Hyphen beobachtet worden, und an 45% 
der Interaktionsstellen zeigte sich eine Färbung lokal unter Appressorien (ohne 
Hyphen) und an 20% der Interaktionsstellen waren gefärbte Epidermiszellen 
ohne Hyphen bzw. an 4% braun gefärbte runde Mesophyllzellen vorhanden. Eine 
ABA-Applikation hatte zu 24 Stunden keinen Einfluss auf die Verteilung der 
Interaktionsstellen auf die Kategorien in der Nichtwirtinteraktion im Vergleich zu 
der mock-Behandlung.  
In der Wirtinteraktion waren zu 48 Stunden nach Inokulation nach mock-
Behandlung etwa 22% der Interaktionstellen ohne Färbung/ohne Hyphen und 
etwa 24% mit lokaler Färbung/ohne Hyphen unter Appressorien beobachtet 
worden. An 22% der Interaktionsstellen waren Epidermiszellen, die Hyphen 
enthielten, gefärbt und an 18% der Stellen wurden runde braun gefärbte 
Mesophyllzellen beobachtet. Nach einer ABA-Behandlung zeigte sich eine ähnliche 
Verteilung der Interaktionsstellen auf die Kategorien wie nach mock-Behandlung 
zu 48 Stunden. Signifikante Unterschiede in der Kategorie „Färbung unter 
Appressorium/ohne Hyphen“ zwischen mock- und ABA-Behandlung, die zu 24 
Stunden beobachtet wurden, traten zu 48 Stunden nicht auf. Zu 48 Stunden 
waren nach ABA-Behandlung signifikant weniger Interaktionsstellen der Kategorie 
„keine Färbung/keine Hyphen“ im Vergleich zur mock-Behandlung zu 48 Stunden 
nach Inokulation.  
In der Nichtwirtinteraktion zu 48 Stunden hat sich im Vergleich zu 24 Stunden 
sowohl nach mock- als auch nach ABA-Applikation eine ähnliche 
Interaktionsstellenverteilung auf die Kategorien ergeben. Wie zu 24 Stunden, 
konnte auch zu 48 Stunden in der Nichtwirt-Interaktion kein Einfluss von ABA auf 
die Wasserstoffperoxid-Akkumulation mittels einer DAB-Färbung festgestellte 
werden. 
3.3.4. Einfluss von Abscisinsäure auf die Akkumulation von Callose 
in der Gerste/ Magnaporthe Interaktion 
Die Deposition des β-1-3-Glucans Callose unter Appressorien von Magnaporthe in 
Zellwandappositionen der Gerste wurde von Zellerhoff et al. (2008 und Zellerhoff 
2009) nachgewiesen. Da Abscisinsäure die Callosedepositon in Pflanzen 
beeinflussen kann (Übersichtsartikel von Asselbergh et al. 2008), sollte 
untersucht werden, ob exogen applizierte Abscisinsäure einen Einfluss auf die 
Akkumulation von Callose in der Gerste/Magnaporthe Interaktion hat.  
Callose lässt sich mit Hilfe einer Anilinblau-Färbung, bei der das im Anilinblau 
enthaltende Fluorochrom (Sirofluor) mit der Callose interagiert und der gebildete 
Callose-Fluorochrom-Komplex im UV-Licht fluoresziert, sichtbar machen (Stone et 
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al. 1984; Zellerhoff et al. 2008, 2009). In Abbildung 3.3.5 sind typische licht- und 
fluoreszenzmikroskopische Bilder der Interaktion von Gerste und Pilzen der 
Gattung Magnaporthe nach einer Anilinblau-Färbung von Callose 
zusammengestellt. Es wurden in Anlehnung an Arbeiten von Zellerhoff et al. 
(2008) neun Interaktionskategorien von einander unterschieden, die im 
Folgenden beschrieben werden. 
Die erste Kategorie umfasste Interaktionsstellen, an denen unterhalb eines 
Appressoriums sekundäre Hyphen innerhalb einer Epidermiszelle ohne 
Fluoreszenz vorhanden waren.  
Einer zweiten Kategorie wurden Interaktionsstellen zugeteilt, wenn unterhalb 
eines Appressoriums werder eine Fluoreszenz noch sekundäre Hyphen zu 
sehen waren. 
Waren zusätzlich zu einer Fluoreszenz lokal unter einem Apressorium 
sekundäre Hyphen in der angegriffenen Epidermiszelle vorhanden so 
wurden diese Interaktionsstellen einer dritten Kategorie zugeordnet. 
Trat lokal unterhalb eines Appressoriums eine Akkumulation von Material auf, 
welches im UV-Licht blau fluoreszierte, oder lokal um ein Appressorium ein 
im UV-Licht blau fluoreszierender Ring (Halo), und waren keine sekundären 
Hyphen vorhanden, dann wurden diese Beobachtungen als vierte Kategorie 
gezählt (Abbildung 3.3.5 A-C). 
In eine fünfte Kategorie wurden Interaktionsstellen eingeordnet, wenn eine 
Epidermiszelle mit sekundären pilzlichen Hyphen befallen und im UV-Licht 
entlang ihrer Zellwände blaue Fluoreszenz zeigte (Abbildung 3.3.5 F/G). 
Eine sechste Kategorie umfasste Interaktionsstellen, an denen Epidermiszellen 
mit granulärem Cytoplasma ohne pilzliche Hyphen, die entlang ihrer 
Zellwände blaue Fluoreszenz im UV-Licht zeigten (Abbildung 3.3.5 D/E). 
In eine siebte Kategorie wurden mit sekundären Hyphen befallene 
Epidermiszellen eingeordnet, die unter UV-Licht an den Stellen der 
Zellwand eine blaue Fluoreszenz zeigten, wo Hyphen auf die Zellwand 
stießen bzw. in die Nachbarzelle einwuchsen (Abbildung 3.3.5 H/I). 
Interaktionsstellen wurden in eine achte Kategorie eingeordnet, wenn 
unterhalb einer befallenen Epidermiszelle Mesophyllzellen mit runder Form 
eine blaue Fluoreszenz zeigten (Abbildung 3.3.5 J). 
Außerdem traten sehr selten Interaktionsstellen auf, an denen Mesophyllzellen 
kollabiert waren und blau fluoreszierten; diese Interaktionsstellen wurden 
in eine neunte Kategorie eingeordnet. 
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Abbildung 3.3.5: Mikroskopische Aufnahmen der zellulären Interaktions-
phänotypen zwischen Gerste und Magnaporthe nach einer Anilinblau-Färbung 
(A) lokal unterhalb eines Appressoriums ist eine Akkumulation von Material zu erkennen 
welches im UV-Licht blau fluoresziert (B); (C) lokal um ein Appressorium ist im UV-Licht 
ein blau fluoreszierender Ring (Halo) zu sehen; (D) App auf Epidermiszelle mit 
granulärem Cytoplasma ohne pilzliche Hyphen; (F) App auf einer Epidermiszelle, in der 
sekundäre pilzliche Hyphen zu erkennen sind; (E) und (G) die Epidermiszellen aus (D) 
bzw. (F) zeigen entlang ihrer Zellwände blaue Fluoreszenz im UV-Licht; (H) befallene 
Epidermiszelle mit sekundären Hyphen, die bereits in die Nachbarzellen eingedrungen 
sind; (I) befallene Epidermiszelle (aus H) zeigt unter UV-Licht an den Stellen der Zellwand 
eine blau Fluoreszenz, wo Hyphen auf die Wand stoßen bzw. in die Nachbarzelle 
einwachsen; (J) unterhalb einer befallenen Epidermiszelle zeigen Mesophyllzellen mit 
runder Form eine blaue Fluoreszenz.  
App = Appressorium; Kon = Konidie; Ks = Keimschlauch; sek. Hy = sekundäre Hyphen 
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Abbildung 3.3.6: Einfluss von Abscisinsäure auf die Akkumulation von Callose zu 
48 Stunden in der Interaktion Gerste/Magnaporthe-Isolat TH6772 
Primärblätter des Gerstenkultivars Ingrid wurden sieben Tage nach Aussaat mit 
Abscisinsäure-Lösung (20 μM) bzw. mock-Lösung besprüht und nach einer Stunde mit 
Sporen des Magnaporthe Isolats TH6772 (200.000 Sporen/mL) inokuliert. Zu 48 nach 
Inokulation (h p.i.) wurden Blätter für eine Anilinblau-Färbung und anschließende 
fluoreszenzmikroskopische Analyse in Entfärbe-Lösung geerntet. Im Diagramm sind die 
prozentualen Anteile der Interaktionsstellen an den Interaktionskategorien (rechts und 
unten im Diagramm benannt) in Form von Säulen dargestellt. Die Säulen zeigen den 
Mittelwert von vier Blättern auf denen jeweils mindestens 100 Interaktionsstellen pro Blatt 
ausgewertet wurden. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert an. 
Signifikante Unterschiede zwischen mock- und ABA-Behandlung (t-test mit p<0,05) 
innerhalb einer Interaktionskategorie sind mit Buchstaben gekennzeichnet. Der Versuch 
wurde mit Ingridmlo5 wiederholt und zeigte ähnliche Tendenzen.
 
Ein möglicher Einfluss von Abscisinsäure auf die Akkumulation von Callose wurde 
zu 48 Stunden in der Wirtinteraktion zwischen IngridMlo und M. oryzae mittels 
Anilinblau-Färbung untersucht. Ergebnisse einer mikroskopischen Analyse sind in 
Abbildung 3.3.6 dargestellt (Bilder der Kategorien in Abbildung 3.3.5). Auf mock-
behandelten Gerstenblättern wurden 48 Stunden nach Inokulation mit TH6772 an 
13% der Interaktionstellen weder sekundäre pilzliche Hyphen noch blaue 
Fluoreszenz (Kategorie 2) beobachtet. An 39% der Interaktionsstellen trat lokal 
eine Fluoreszenz unterhalb eines Appressoriums ohne Hyphen innerhalb der 
Epidermiszelle auf (Kategorie 4). 24 % der Interaktionsstellen wurden Kategorie 
7 zugeordnet, da sekundäre Hyphen in Epidermiszelle vorhanden waren und an 
der Zellwand teilweise blaue Fluoreszenz zu erkennen war. Eine ABA-Behandlung 
führte in der Wirtinteraktion zu 48 Stunden zu einem signifikanten Anstieg auf 
26% von Interaktionsstellen, an denen weder sekundäre pilzliche Hyphen noch 
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blaue Fluoreszenz (Kategorie 2) vorhanden waren. Tendenziell, aber nicht 
signifikant, nahm die Anzahl an Interaktionsstellen auf 29% ab, an denen lokal 
unter Appressorien Fluoreszenz ohne Hyphenwachstum in der Epidermiszelle zu 
erkennen war. 26 % der Interaktionsstellen wurden der Kategorie 7 zugeordnet 
(sekundäre Hyphen in Epidermiszelle und an der Zellwand teilweise blaue 
Fluoreszenz erkennbar). Die Verteilung von Interaktionsstellen auf die restlichen 
Kategorien war tendenziell mit der Verteilung auf mock-behandelten Blättern 
vergleichbar und es konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. 
 
3.3.5. Einfluss von ABA auf die Akkumulation von Transkripten 
abwehr-assoziierter Gene (PR1b, HvPAL und  HvJIP23) in 
der Gerste/Magnaporthe Interaktion 
Jarosch et al. (2003) konnten für die Gerste/Magnaporthe Interaktion zeigen, 
dass die Akkumulation von PR1b-spezifischen Transkripten als quantitativer 
Marker der Krankheitsausprägung genutzt werden kann. Daher sollte überprüft 
werden, ob die durch exogen applizierte Abscisinsäure hervorgerufene gesteigerte 
Anfälligkeit der Gerste gegen Wirt-Isolate von Magnaporthe mit einer Zunahme 
von PR1b-spezifischen Transkripten korreliert werden kann. Außerdem sollte 
untersucht werden, ob durch exogen applizierte Abscisinsäure die Akkumulation 
von PAL-spezifischen Transkripten, dem Schlüsselenzym des Phenylpropanoid-
Stoffwechselwegs, und die Akkumulation von JIP23-spezifischen Transkripten, 
einem durch Jasmonsäure regulierten Gen, beeinflusst wird. 
Eine PR1b Transkript- Akkumulation in der Gerste/Magnaporthe- Interaktion 
wurde nach ABA-Applikation mit Hilfe einer Northernanalyse untersucht 
(Abbildung 3.3.7) und mittels qPCR-Analyse wurden die Transkriptmengen der 
Gene HvPAL und HvJIP23 relativ zu dem konstitutiv exprimierten Ubiquitin 
bestimmt (Abbildung 3.3.8).  
In Abbildung 3.3.7 ist zu erkennen, dass nach einer mock-Behandlung bzw. ABA-
Applikation und anschließender Behandlung mit Kontroll-Lösung in beiden Fällen 
kein Pr1b-Transkript mittels Northernanalyse detektiert wurde. Wurden mock-
behandelte Pflanzen mit dem Magnaporthe-Isolat TH6772 inokuliert, so konnte ab 
48 Stunden nach Inokulation PR1b-Transkript detektiert werden und zu 72 
Stunden lag mehr PR1b-Transkript vor als zu 48 Stunden. Eine ABA-Behandlung 
führte in der Wirtinteraktion dazu, dass bereits zu 24 Stunden eine sehr geringe 
Transkriptmenge von PR1b detektiert werden konnte, die bis 72 Stunden nach 
Inokulation zunahm. In der Nichtwirt-Interaktion konnte weder nach mock- noch 
nach ABA-Behandlung PR1b-Transkript detektiert werden. 
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Abbildung 3.3.7: Einfluss von Abscisinsäure auf die Transkript- Akkumulation 
von PR1b (Northernanalyse)  
Primärblätter des Gerstenkultivars Ingrid wurden sieben Tage nach Aussaat mit 
Abscisinsäure-Lösung (20 μM) bzw. mock-Lösung (ohne ABA) besprüht und nach einer 
Stunde mit Sporen der Magnaporthe Isolate TH6772 bzw. CD180 (200.000 Sporen/mL) 
inokuliert oder mit einer Kontroll-Lösung ohne Sporen besprüht. Zu 0, 12, 24, 48 und 72 
Stunden nach Inokulation wurden jeweils fünf Blätter für eine RNA-Extraktion und 
anschließende Northernanalyse geerntet. In der Abbildung ist die Transkriptmenge von 
mRNA des Gens HvPR1b und als Ladungskontrolle das mit Ethidiumbromid (Etbr) gefärbte 
Gel vor dem Blotting dargestellt. Der Blot wurde mit einer Digoxigenin-markierten Sonde 
hybridisiert. Der Versuch wurde zweimal wiederholt mit ähnlichen Tendenzen. 
 
In Abbildung 3.3.8 sind die Ergebnisse einer qPCR-Analyse, in der der Einfluss 
von Abscisinsäure auf die Transkript-Akkumulation von HvPAL und HvJIP23 
untersucht wurde, dargestellt. Die relative HvPAL-Transkripthäufigkeit im 
Verhältnis zu Ubiquitin betrug zu Beginn des Versuchs (0 h p.i.) in Kontrollproben 
ohne ABA-Behandlung etwa 21 und nahm zu 12 h p.i. auf etwa 6 ab. Zu 48 und 
72 Stunden lag sie unter 10 und erreichte somit an den Zeitpunkten der 
Probennahme nicht mehr den Level wie zu Beginn des Versuchs. Eine Inokulation 
mit CD180 führt zu einer sehr ähnlichen HvPAL-Transkripthäufigkeit im Vergleich 
zu den Kontrollen.  
In der Wirtinteraktion mit TH6772 wurde nur zu 48 Stunden eine im Vergleich zur 
Kontrolle erhöhte Transkriptmenge im Verhältnis zu Ubiquitin von etwa 25 
gemessen. Eine ABA-Applikation beeinflusste die Transkript-Akkumulation von 
HvPAL insgesamt nur gering, jedoch fiel auf, dass sowohl in der Nichtwirt-
Interaktion zu 48 Stunden als auch in der Wirtinteraktion zu 48 Stunden 
geringere Transkriptmengen nach ABA-Behandlng im Vergleich zu denselben 
Zeitpunkten ohne ABA-Behandlung detektiert wurden. 
Die relative Transkript-Akkumulation von HvJIP23 im Verhältnis zu Ubiquitin 
betrug zu Beginn des Versuchs (0 h p.i.) in Kontrollproben ohne ABA-Behandlung 
etwa 17 und nahm zu 24 h p.i. auf etwa 8 ab. Zu 48 und 72 Stunden lag sie auf 
einem Niveau von etwa 30.  
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Abbildung 3.3.8: Einfluss von Abscisinsäure auf die Transkript-Akkumulation 
von HvPAL und HvJIP23 
Primärblätter des Gerstenkultivars Ingrid wurden sieben Tage nach Aussaat mit 
Abscisinsäure-Lösung (ABA, 20 μM) bzw. Kontroll-Lösung besprüht und nach einer 
Stunde mit Sporen der Magnaporthe Isolate TH6772 bzw. CD180 (200.000 
Sporen/mL) inokuliert. Zu 0, 12, 24, 48 und 72 Stunden nach Inokulation wurden 
jeweils fünf Blätter für eine RNA-Extraktion und anschließende RTqPCR-Analyse 
geerntet. Die Transkriptmengen der Gene HvPAL und HvJIP23 wurden relativ zu dem 
konstitutiv exprimierten Ubiquitin dargestellt. Die Säulen stellen den Mittelwert aus 
drei technischen Replikaten und die Fehlerbalken die Standardabweichung dar. Der 
Versuch wurde einmal wiederholt mit ähnlichen Ergebnissen. 
 
Eine Inokulation mit CD180 führt zu einer sehr ähnlichen Transkript-
Akkumulation von HvJIP23 im Vergleich zu den Kontrollen außer zu 12 h p.i., da 
hier eine erhöhte Menge von 30 festgestellt wurde im Vergleich zur Kontrolle. In 
der Wirtinteraktion mit TH6772 schwankte die HvJIP23-Transkript-Akkumulation 
im Verhältnis zu Ubiquitin  zwischen 10 und 20. Nach einer ABA-Applikation lag 
die Transkriptmenge von HvJIP23 in allen Kontrollen unter der Transkriptmenge 
in Kontrollproben, die nicht mit ABA vorbehandelt waren. In der Nichtwirt-
Interaktion lag die Transkriptmenge von HvJIP23 zu 12 Stunden deutlich unter 
der Menge in nicht ABA-behandelten Proben zu 12 Stunden; zu 72 Stunden war 
in der Nichtwirt-Interaktion mit ABA-Behandlung die höchste Transkriptmenge 
von HvJIP23 festgestellt worden. In der Wirtinteraktion führte eine ABA-
Behandlung bei allen getesteten Zeitpunkten zu ähnlichen Transkript-
Akkumulationen im Vergleich zu einer ABA-Behandlung ohne Inokulum 
(Kontrollen).  
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3.4. Bestimmung des endogenen Abscisinsäuregehalts von 
Gerstenprimärblättern in der Gerste/ Magnaporthe-
Interaktion 
In den vorangegangen Versuchen konnte eine höhere Anfälligkeit verschiedener 
Gerstenkultivare für M. oryzae nach exogener Applikation einer ABA-Lösung 
festgestellt werden. Es stellte sich nun die Frage, ob sich der endogene ABA-
Gehalt in infizierten Gerstenblättern im Verlauf der Gerste/Magnaporthe- 
Interaktion ändert. In folgendem Experiment konnte der endogene Gehalt an 
Abscisinsäure in Gerstenprimärblättern zu mehreren Zeitpunkten in infizierten 
Blättern im Vergleich zu nicht infizierten Blättern gemessen werden (Abbildung 
3.4.1).  
Die Extraktion der Phytohormone und HPLC-MS-MS- Analysen wurden in 
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Petr Karlowsky (Molecular Phytopathology 
and Mycotoxin Research) der Universität Göttingen im Department of Crop 
Sciences durchgeführt.  
Abbildung 3.4.1 zeigt die Ergebnisse von Messungen des endogenen ABA-Gehalts 
in Primärblättern der Gerste nach Inokulation mit verschiedenen Magnaporthe 
Isolaten bzw. nach mock-Behandlung zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
Inokulation. In sieben Tage alten Blättern konnte zu Beginn der Versuche (0 h 
p.i.) weniger als 2 ng Abscisinsäure pro Gramm Frischgewicht gemessen werden. 
Dieses basale ABA-Level zeigte keine signifikanten Unterschiede über die 
Versuchsdauer zwischen den Kontrollproben. Lediglich zu 72 Stunden nach 
Inokulation konnte eine tendenzielle Abnahme auf etwa 1 ng/g Frischgewicht 
beobachtet werden. Überraschenderweise änderte sich das ABA-Level in 
infizierten Blättern sowohl nach Inokulation mit Wirt- (TH6772) als auch 
Nichtwirt- (CD180) Isolaten von Magnaporthe nicht signifikant zu den getesteten 
Zeitpunkten im Vergleich zu mock-behandelten Blättern. Eine tendenzielle 
Abnahme des ABA-Gehalts zu 72 Stunde konnte in infizierten Blättern festgestellt 
werden. 
 
Zusätzlich konnte ein Auxin-Peak (IAA) im Chromatogramm identifiziert werden; 
die Peakfläche wurde als Maß für den relativen Auxingehalt der Probe im unteren 
Diagramm von Abbildung 3.4.1 aufgetragen. Zu Beginn der Versuche (0 h p.i.) 
wurde für IAA eine Peakfläche von nicht ganz 12*105 gemessen. Zu 12 Stunden 
sank die IAA Peakfläche leicht auf 8*105  und zu 24 Stunden war sie auf über 
12*105 gestiegen. Über den weitern Versuchsverlauf sank die IAA Peakflläche bis 
auf etwa 3*105 zu 72 Stunden. Sowohl in mit Wirt- als auch mit Nichtwirt-Isolat 
von Magnaporthe infizierten Blättern wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten 
ähnliche Werte für die IAA-Peakfläche gemessen wie in den Kontrollen. Es traten 
an keinem der getesteten Zeitpunkte signifikante Unterschiede zwischen nicht 
infiziertem (Kontrolle) und infiziertem Blattmaterial bezüglich des relativen IAA-
Gehalts auf. 
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Abbildung 3.4.1: Messungen des endogenen Gehalts an Abscisinsäure und 
des relativen Auxingehalts in Gerstenprimärblättern nach Inokulation mit 
Wirt- bzw. Nichtwirt- Isolaten von Magnaporthe 
Primärblätter der Gerstensorte Ingrid wurden sieben Tage nach Aussaat mit 
Sporensuspensionen der Magnaporthe Isolate CD180 bzw. TH6772 (jeweils 200.000 
Sporen/mL) bzw. einer Kontroll-Lösung (ohne Sporen) besprüht. Es wurde jeweils 
eine Zeitreihe geerntet. Zu den im Diagramm angegebenen Zeitpunkten wurden in 
zwei Versuchen je drei (bzw. in einem Versuch eine) Proben bestehend aus fünf 
Blättern geerntet und mittels flüssigem Stickstoff homogenisiert. Von jeder Probe 
wurden 150 mg abgewogen, diese mit einem deuterierten ABA-Standard versetzt und 
ABA mit Aceton/bidest.H2O/Essigsäure (20%/79%/1%) (V/V/V) extrahiert. 
Anschließend erfolgte die Auftrennung und Quantifizierung mittel einer HPLC-MS-MS 
Analyse. Die ABA- Menge ist als ABA-Gehalt in ng pro g Frischgewicht im oberen 
Diagramm dargestellt. Zusätzlich konnte ein Auxin-Peak (IAA) im Chromatogramm 
identifiziert werden; die Peakfläche wurde als Maß für den relativen Auxingehalt der 
Probe im unteren Diagramm aufgetragen. In Form von Säulen ist in beiden 
Diagrammen der Mittelwert aus sieben Einzelwerten aus drei unabhängigen 
biologischen Replikaten dargestellt. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler an. Es 
wurde ein One Way ANOVA test (mit 95% Vertrauensbereich) separat für jede 
Behandlung über die verschiedenen Zeitpunkte durchgeführt; außerdem wurden 
separat zu einem Zeitpunkt die Behandlungen miteinander verglichen. ns = nicht 
signifikant 
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Ergänzende Untersuchungen zu Phytohormonen in der Gerste/Magnaporthe 
Interaktion 
Ergänzend zu den bisher beschriebenen Untersuchungen wurde der basale Gehalt 
der Phytohormone ABA, SA und der relative Gehalt von JA und Auxin in 
Primärblättern von sieben Tage alten Gerstenpflanzen ebenfalls in Kooperation 
mit der Arbeitsgruppe von Petr Karlowsky in Göttingen bestimmt (Abbildung 
3.4.2). 
 
 
Abbildung 3.4.2: Basaler Gehalt der Phytohormone Abscisinsäure (ABA) und 
Salicylsäure (SA) in Primärblättern von sieben Tage alten Gerstenpflanzen 
verschiedener Sorten und Genotypen 
Jeweils fünf Primärblätter von Ingrid, BCIngridmlo5, Himalaya, Steptoe und Az34 wurden 
sieben Tage nach Aussaat geerntet und mittels flüssigem Stickstoff homogenisiert. Von 
jeder Probe wurden 150 mg abgewogen, diese mit einem deuterierten ABA-und SA-
Standard versetzt und die Hormone mit Aceton/ bidest. H2O/ Essigsäure (20%/79%/1%) 
(V/V/V) extrahiert. An-schließend erfolgte die Auftrennung und Quantifizierung mittel 
einer HPLC-MS-MS Analyse. Die ABA- Menge ist als ABA-Gehalt in ng pro g Frischgewicht 
im Diagrammteil A) und der SA-Gehalt in ng/g Frischgewicht im B) dargestellt. In Form 
von Säulen ist in beiden Diagrammen der Mittelwert aus drei Parallelproben aus einem 
Experiment dargestellt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Der Versuch 
für ABA wurde zweimal wiederholt und für SA einmal. 
 
In Abbildung 3.4.2 sind die Ergebnisse einer Messung der Phytohormone ABA und 
SA in Primärblättern von sieben Tage alten Gerstenpflanzen verschiedener Sorten 
und Genotypen dargestellt. Messungen des endogenen ABA-Gehaltes ergaben, 
dass die Sorte Ingrid etwa 1,8 ng/g FW, der Genotyp BCIngridmlo5 2,2 ng/g FW, 
die Sorte Himalaya 3,8 ng/g FW, die Sorte Steptoe 3,2 ng/g FW und die Mutante 
Az34 etwa 1,7 ng/g FW in sieben Tage alten Primärblättern enthalten (Abbildung 
3.3.11 A). Messungen des endogenen SA-Gehaltes haben ergeben, dass die Sorte 
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Ingrid etwa 50 ng/g FW, der Genotyp BCIngridmlo5 etwa 60 ng/g FW, die Sorte 
Himalaya etwa 220 ng/g FW, die Sorte Steptoe über 200 ng/g FW und die 
Mutante Az34 etwa 110 ng/g FW in sieben Tage alten Primärblättern enthalten 
(Abbildung 3.4.2 B).  
3.5. Untersuchung einer ABA-Mutante in der Gerste/ 
Magnaporthe Interaktion 
Schließlich wurde eine Mutante, die in der ABA- Biosynthese betroffen ist, auf ihre 
Anfälligkeit für Magnaporthe untersucht (Abbildungen 3.5.1/2/3). 
Nach Inokulation der Abscisinsäure-Biosynthese Gerstenmutante Az34 und des 
Wildtyps Steptoe mit verschiedenen Wirt-Isolaten von Magnaporthe oryzae 
zeigten sich sechs bis sieben Tage nach Inokulation blast-Symptome auf der 
Blattoberfläche des Wildtyps und der Mutante (Abbildung 3.5.1 A und C). Das 
Kultivar Ingrid zeigte ebenfalls Symptome und diente als Kontrolle, ob die 
Inokulation erfolgreich verlief. Beim Vergleich der durchschnittlichen Anzahl 
blasts pro Blatt zwischen Steptoe und Az34 wurde eine signifikante Reduktion um 
etwa 50% von etwa 40 (Steptoe) auf 20 (Az34) blasts pro Blatt festgestellt. Dies 
traf für beide Magnaporthe-Isolate (TH6772 und BR32) zu (Abbildung 3.5.1 B und 
D). Nach Inokulation mit einem Nichtwirt-Isolat CD180 traten weder auf Blättern 
von Steptoe noch auf Blättern von Az34 blast-Symptome auf (Bilder nicht 
dargestellt). 
Zusätzlich zu den beschriebenen makroskopischen Untersuchungen wurden 
Blätter mikroskopisch untersucht. Das Ergebnis einer fluoreszenzmikroskopischen 
Analyse zu 72 Stunden nach Inokulation mit TH6772 bzw. CD180 bzw. BR32 ist in 
Abbildung 3.5.2 dargestellt. Nach Inokulation mit TH6772 waren auf Blättern der 
Mutante im Vergleich zum Wildtyp signifikant mehr Interaktionsstellen der 
Kategorie Papille und signifikant weniger Interaktionsstellen der Kategorie 
kollabierte Mesophyllzellen zugeordnet worden (Abbildung 3.5.2 A). In Abbildung 
3.5.2 C ist zu erkennen, dass nach Inokulation mit einem weiteren Wirtisolat von 
Magnaporthe (BR32) eine ähnliche Verteilung der Interaktionsstellen auf die 
Kategorien auftrat wie nach Inokulation mit TH6772. Auf Blättern der Mutante 
waren im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls signifikant mehr Interaktionsstellen der 
Kategorie Papille und signifikant weniger Interaktionsstellen der Kategorie 
kollabierte Mesophyllzellen zugeordnet worden. Nach Inokulation mit dem 
Nichtwirt-Isolat CD180 waren auf Blättern der Mutante im Vergleich zum Wildtyp 
signifikant weniger Interaktionsstellen der Kategorie Papille und signifikant mehr 
Interaktionsstellen der Kategorie autofluoreszierende Epidermiszelle mit 
sekundären Hyphen zugeordnet worden (Abbildung 3.5.2 B). Außerdem wurden 
in der Nichtwirtinteraktion signifikant mehr Interaktionsstellen auf der Mutante im 
Vergleich zum Wildtyp beobachtet, an denen Hyphen ohne Autofluoreszenz 
vorhanden waren. 
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Abbildung 3.5.1: Interaktion der Gerstenmutante Az34 (Molybdän-Cofaktor-
Mutante, die in der Abscisinsäure- Biosynthese betroffen ist) mit zwei 
Magnaporthe oryzae Isolaten: (A) Infektionsphänotyp sieben Tage nach 
Inokulation mit TH6772 bzw. sechs Tage nach Inokulation mit BR32 (C); 
Befallsstärke nach Infektion mit  Magnaporthe Isolat TH6772 (B) bzw. 
BR32 (D) 
Gerstenpflanzen von IngridMlo, Steptoe und Az34 wurden sieben Tage nach Aussaat 
mit einer  Sporensuspension der Magnaporthe Isolate TH6772 (200.000 Sporen/mL) 
bzw. BR32 (100.000 Sporen/mL) besprüht. Sieben bzw. sechs Tage nach Inokulation 
wurden jeweils fünf repräsentative Blätter zur Dokumentation der Befallsstärke 
fotografiert (A bzw. C). Außerdem wurde die durchschnittliche Anzahl der Symptome 
(blasts) pro Blatt ermittelt und als Mittelwert von mindestens acht Blättern im 
Diagramm in Form von Säulen dargestellt. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante Unterschiede zwischen 
IngridMlo, Steptoe und Az34 nach Inokulation mit TH6772 (B) wurden mit Hilfe einer 
One Way ANOVA Analyse (mit 95% Vertrauensbereich) ermittelt und sind durch 
Buchstaben, die die Werte in Signifikanzgruppen einordnen, markiert. Signifikante 
Unterschiede in der Anfälligkeit von Steptoe und Az34 für das Isolat BR32 wurden 
mittels eines t-tests (mit p<0,05) ermittelt und mit Buchstaben (s.o.) 
gekennzeichnet. Der Versuch wurde einmal für jedes Isolat mit ähnlichen Ergebnissen 
wiederholt. 
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Abbildung 3.5.2: Fluoreszenzmikroskopische Analyse 72 Stunden nach 
Inokulation mit TH6772 (A) bzw. CD180 (B) bzw. BR32 (C) 
Gerstenpflanzen von Steptoe und Az34 wurden sieben Tage nach Aussaat mit einer  
Sporensuspension der Magnaporthe Isolate TH6772 bzw. CD180 (jeweils 200.000 
Sporen/mL) bzw. BR32 (100.000 Sporen/mL) besprüht. Zu 72 Stunden nach Inokulation 
wurden Blätter für eine  fluoreszenz-mikroskopische Analyse in Entfärbe-Löung geerntet. 
Im Diagramm sind die prozentualen Anteile der Interaktionsstellen an den 
Interaktionskategorien (unten im Diagramm benannt) in Form von Säulen dargestellt. Die 
Säulen zeigen den Mittelwert von vier Blättern auf denen jeweils mindestens 100 
Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet wurden. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante Unterschiede zwischen Steptoe und 
Az34 (t-test mit p<0,05) wurden innerhalb einer Inokulation mit einem Magnaporthe 
Isolat separat bestimmt und sind mit * gekennzeichnet. Der Versuch wurde einmal mit 
ähnlichen Tendenzen für TH6772 und CD180 sowie ähnlichen Ergebnissen für BR32 
wiederholt. 
 
Durch eine ABA-Applikation auf Steptoe und Az34 und anschließende Inokulation 
mit Wirtpathogen TH6772, sollte untersucht werden, ob der Mutantenphänotyp 
durch ABA-Applikation komplementiert werden kann. 
 
ERGEBNISSE 
 117 
 
 
Abbildung 3.5.3: Befallsstärke nach Abscisinsäure- Vorbehandlung und 
Inokulation mit M. oryzae Isolat TH6772 auf Gerstenprimärblättern von 
Steptoe und Az34 
Primärblätter von Az34 und dem zugehörigen Wildtyp Steptoe wurden sieben Tage 
nach Aussaat mit Abscisinsäure-Lösung (ABA; 20 μM) bzw. mock-Lösung (ohne ABA) 
besprüht und nach einer Stunde mit einer Sporensuspension von M. oryzae Isolat 
TH6772 (200.000 Sporen/mL) besprüht. Sieben Tage nach Inokulation wurde die 
durchschnittliche Anzahl der Symptome (blasts) pro Blatt ermittelt und als Mittelwert 
von mindestens zehn Blättern im Diagramm in Form von Säulen dargestellt. Die 
Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante 
Unterschiede zwischen mock- und ABA-Behandlung (t-test mit p<0,05) innerhalb des 
Wildtyps bzw. der Mutante sind mit * gekennzeichnet. Der Versuch wurde wiederholt.
 
In Abbildung 3.5.3 ist die Befallsstärke nach Abscisinsäure- Behandlung und 
Inokulation mit M. oryzae Isolat TH6772 auf Gerstenprimärblättern von Steptoe 
und Az34 dargestellt und in Abbildung 3.5.3 A ist zu erkennen, dass sowohl der 
Wildtyp als auch die Mutante Az34 durch ABA-Applikation anfälliger für TH6772 
wurden als nach einer mock-Behandlung ohne ABA. Die durchschnittliche Anzahl 
der blast-Symptome pro Blatt nahm bei Steptoe von 20 (mock) auf etwa 38 
(ABA) signifikant zu. Auch auf Blättern von Az34 konnte eine signifikante 
Zunahme von etwa 16 (mock) auf etwa 22 blasts pro Blatt festgestellt werden 
(Abbildung 3.5.3 B). In diesem Versuch zeigte Az34 nach mock-Behandlung 
tendenziell weniger Symptome als Steptoe, was im Vergleich zu 
vorangegangenen Versuchen (vgl. Abb. 3.5.1) jedoch nicht signifiant ist. In 
diesem Versuch stand die Untersuchung einer möglichen Komplementierung im 
der Mutante im Vordergund.  
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3.6. Untersuchung von Gibberellinsäure- Stoffwechselmutanten 
der Gerste in der Gerste/ Magnaporthe-Interaktion 
Es wurden verschiedene Gerstenmutanten im Gibberellinsäure- Stoff-wechsel im 
genetischen Hintergrund des Kultivars Himalaya für Infektiosversuche mit 
Magnaporthe Wirt- und Nichtwirt- Isolaten TH6772 bzw. CD180 benutzt. In 
Abbildung 3.6.1 ist der Wachstumsphänotyp der Mutanten sieben Tage nach 
Aussaat (Abbildung 3.6.1 A) und der Infektionsphänotyp (Abbildung 3.6.1 B/C) 
sechs Tage nach Inokulation mit CD180 bzw. TH6772 dargestellt. Im Vergleich 
zum Wildtyp Himalaya zeigten die Mutanten M463 und M693 einen moderaten 
Zwergwuchs und die Mutanten M489, M640 und M121 einen ausgeprägten 
Zwergwuchs mit zusätzlich verbreiteter Blattfläche. Nach Infektion mit CD180 
waren weder auf Himalaya noch auf den Mutanten blast-Symptome vorhanden. 
Nach Infektion mit TH6772 waren auf Blättern von Himalaya und auf Blättern 
aller getesteten Mutanten blast-Symptome zu erkennen. Aufgrund der 
unterschiedlichen Blattgrößen war eine quantitative Auszählung nicht möglich. 
Um dennoch mögliche Unterschiede erfassen zu können wurde zusätzlich eine 
fluoreszenz-mikroskopische Analyse von Proben, die 72 Stunden nach Inokulation 
geerntet wurden, durchgeführt. IngridMlo und BCIngridmlo5 wurden als interne 
Kontrollen für den Infektionsverlauf in das Experiment aufgenommen. Ergebnisse 
einer solchen Analyse sind in Abbildung 3.4.2 zusammengestellt. Zu 72 Stunden 
nach Inokulation mit TH6772 waren auf IngridMlo 76% der Interaktionsstellen 
der Kategorie Papillen zugeordnet worden, 9% der Kategorie Epidermis-HR mit 
Hyphen und 7% der Kategorie kollabierte Mesophyllzellen. Auf dem anfälligeren 
Genotyp BCIngridmlo5 wurden mit 34% signifikant weniger Interaktionsstellen 
der Kategorie Papille zugeordnet im Vergleich zu IngridMlo. Außerdem wurden auf 
BCIngridmlo5 mit 23% signifikant mehr Stellen als Epidermis-HR mit Hyphen und 
mit 29% signifikant mehr Stellen als kollabierte Mesophyllzellen im Vergleich zu 
IngridMlo eingestuft. Auf Blättern von Himalaya wurden 55% der 
Interaktionsstellen als Papillen kategorisiert, was signifikant weniger im Vergleich 
zu IngridMlo und signifikant mehr im Vergleich zu BCIngridmlo5 war. Außerdem 
waren auf Himalaya 14% Stellen als Epidermis-HR mit Hyphen und 26% der 
Stellen als kollabierte Mesophyllzellen eingestuft worden. Auf Blättern der 
Mutante M463 wurde im Vergleich zum Wildtyp Himalaya eine ähnliche Verteilung 
der Interaktionsstellen auf die einzelnen Kategorien beobachtet.  
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Abbildung 3.6.1: Gerstenmutanten im Gibberellinsäure- Stoffwechsel (Kultivar 
Himalaya): (A) Wachstumsphänotyp sieben Tage nach Aussaat;(B) und (C) 
Infektionsphänotyp sechs Tage nach Inokulation mit den Magnaporthe 
Isolaten CD180 bzw. TH6772 
Sieben Tage alte Gerstenpflanzen von Himalaya, M463, M489, M640, M121 und M693 
wurden vor der Inokulation zum Größenvergleich fotografiert (A) und anschließend mit 
einer Sporensuspension von CD180 bzw. TH6772 (jeweils 200.000 Sporen/mL) besprüht. 
Sechs Tage nach Inokulation wurden drei bzw. vier repräsentative Blätter zur 
Dokumentation des Infektionsphänotyps auf Wasseragar-Platten gelegt und photo-
graphiert (B/C). Der Versuch wurde einmal mit ähnlichen Ergebnissen wiederholt. 
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Abbildung 3.6.2: Fluoreszenz-mikroskopische Analyse der Wirt- bzw. 
Nichtwirt-Interaktion zwischen verschiedenen Gibberellinsäure-
Stoffwechsel-Mutanten der Gerste und den Magnaporthe-Isolaten 
TH6772 bzw. CD180 
Sieben Tage alte Gerstenpflanzen von IngridMlo, BCIngridmlo5, Himalaya, M463, 
M489, M640, M121 und M693 wurden mit einer Sporensuspension von TH6772 bzw. 
CD180 (je 200.000 Sporen/mL) besprüht; zu 72 Stunden nach Inokulation wurden 
Blätter für eine  fluoreszenz-mikroskopische Analyse in Entfärbe-Lösung geerntet. Im 
Diagramm sind die prozentualen Anteile der Interaktionsstellen an den 
Interaktionskategorien (unten im Diagramm benannt) in Form von Säulen dargestellt. 
Die Säulen zeigen den Mittelwert von vier Blättern auf denen jeweils mindestens 100 
Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet wurden. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante Unterschiede zwischen den 
Gerstenmutanten bzw. -wildtypen wurden innerhalb einer Interaktionskategorie 
separat bestimmt (One Way ANOVA, 95% Vertrauensbereich) und sind mit 
Buchstaben, welche die Werte in Signifikanzgruppen einordnen, gekennzeichnet. Der 
Versuch wurde einmal mit vergleichbaren Ergebnissen wiederholt.
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Mit 67% der Stellen, die auf M463 als Papillen kategorisiert wurden, konnte eine 
Tendenz zu mehr gewerteten Papillen, die im Vergleich zu Himalaya aber nicht 
signifikant war, beobachtet werden. Auf Primärblättern der Mutante M489 wurden 
74% der Interaktionsstellen als Papillen eingestuft, was signifikant mehr waren 
als auf Himalaya mit 55%. Mit 7% gezählten Stellen als Epidermis-HR war auf 
M489 im Vergleich zu Himalaya kein signifikanter Unterschied feststellbar. Mit 
13% waren signifikant weniger Interaktionsstellen auf M489 der Kategorie 
kollabierte Mesophyllzellen zugeordnet worden im Vergleich zu Himalaya. Die 
Mutante M640 zeigte bei der Verteilung der Interaktionsstellen auf die einzelnen 
Kategorien in der Wirtinteraktion keine signifikanten Unterschiede im Vergleich 
mit Himalaya. Die Mutante M121 und M693 wiesen beide mit etwa 66% der 
Stellen, die als Papille kategorisiert wurden, eine tendenzielle Erhöhung der 
Papillenfrequenz auf, diese war aber nicht signifikant im Vergleich zu Himalaya 
erhöht. Auch eine Verteilung von Interaktionsstellen auf die anderen Kategorien 
unterschied sich nicht signifikant zu der Verteilung auf Himalaya. 
Zu 72 Stunden nach Inokulation mit CD180 waren auf IngridMlo in der Nichtwirt-
Interaktion 60% der Interaktionsstellen als Papillen kategorisiert worden, 38% 
als Epidermis-HR ohne Hyphen und 1% als Epidermis-HR mit Hyphen. Auf 
BCIngridmlo5 wurden im Vergleich zu IngridMlo mit 46% signifikant weniger 
Interaktionsstellen in die Kategorie Papillen und mit 50% signifikant mehr 
Interaktionsstellen in die Kategorie Epidermis-HR ohne Hyphen eingeordnet. 3% 
der Interaktionstellen umfassten die Kategorie Epidermis-HR mit Hyphen auf 
BCIngridmlo5. Auf Blättern von Himalaya waren 60% Stellen der Kategorie 
Papille und mit 6% signifikant weiniger Stellen der Kategorie Epidermis-HR ohne 
Hyphen zugeordnet worden als auf IngridMlo und BCIngridmlo5. Auf Himalaya 
wurde an 33% der Interaktionsstellen Epidermis-HR mit Hyphen beobachtet, was 
signifikant mehr war als auf IngridMlo bzw. BCIngridmlo5. Die Mutanten M463, 
M640 und M693 wiesen im Vergleich zum Wildtyp Himalaya keine signifikanten 
Unterschiede in der Häufigkeit mit der Interaktionsstellen den einzelnen 
Kategorien zugeordnet wurden, auf. Im Gegensatz dazu wurden auf M489 und 
M121 mit etwa 73% im Vergleich zu Himalaya signifikant mehr Interaktions-
stellen der Kategorie Papille zugeordnet. 
 
Mit einem weiteren Nichtwirt-Isolat von Magnaporthe (hier BR29) sollte 
untersucht werden, ob Himalaya in einer Nichtwirt-Interaktion generell mehr 
sekundäres Hyphenwachstum in autofluoreszierenden Epidermiszellen zulässt als 
beispielsweise das Kultivar Ingrid (vergleiche Abbildung 3.6.2 unten). Beide 
Nichtwirt-Isolate (CD180 und BR29) verhielten sich in dem hier dargestellten 
Versuch sehr ähnlich auf Himalaya, denn etwa 80% der Interaktionsstellen 
wurden bei beiden Isolaten der Kategorie Papille zugeordnet  und etwa 17% der 
Interaktionsstellen der Kategorie Epidermis-HR mit Hyphen (Abbildung 3.6.3). 
Diesem Ergebnis nach können beide Nichtwirt-Isolate auf Himalaya in 
autofluoreszierenden Epidermiszellen sekundäre Hyphen bilden. Die Frequenz mit 
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der CD180 auf Himalya sekundäre Hyphen in Epidermiszellen bildet, kann jedoch 
von Versuch zu Versuch schwanken (vergleiche dazu CD180 auf Himalaya in 
Abbildung 3.6.2). 
 
Abbildung 3.6.3: Fluoreszenz-mikroskopische Analyse der Interaktion von 
Himalaya mit Nichtwirt-Isolaten von Magnaporthe 
Sieben Tage alte Gerstenpflanzen des Kultivars Himalaya wurden mit einer 
Sporensuspension von CD180 bzw. BR29 (jeweils 200.000 Sporen/mL) besprüht; zu 
72 Stunden nach Inokulation wurden Blätter für eine  fluoreszenz-mikroskopische 
Analyse in Entfärbe-Lösung geerntet. Im Diagramm sind die prozentualen Anteile der 
Interaktionsstellen an den Interaktionskategorien (rechts im Diagramm benannt) in 
Form von Säulen dargestellt. Die Säulen zeigen den Mittelwert von vier Blättern auf 
denen jeweils mindestens 100 Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet wurden. Die 
Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert an. 
 
Da festgestellt wurde, dass die GA-Biosynthese-Mutanten M463 und M489 im 
Vergleich zum Wildtyp eine erhöhte Häufigkeit von Papillen an den 
Interaktionsstellen in der Interaktion mit Magnaporthe-Isolat TH6772 zeigten 
(Abbildung 3.6.2 oben), sollte untersucht werden ob durch eine exogene GA3-
Applikation der Mutantenphänotyp komplementiert werden kann. In Abbildung 
3.6.4 wurden Ergebnisse eines solchen Versuchs dargestellt. 
Auf Primärblättern von Himalaya wurden nach einer mock-Behandlung 51% der 
Interaktionsstellen der Kategorie Papille, 17% als Epidermis-HR mit Hyphen, und 
21% der Kategorie kollabierte Mesophyllzellen zugeordnet. Eine GA3-Behandlung 
führte mit 48% Papillen, 15% Epidermis-HR/mit Hyphen und 26% kollabierte 
Mesophyllzellen zu keiner signifikant unterschiedlichen Verteilung der 
Interaktionsstellen auf die Kategorien. Die Mutante M463 zeigte mit 78% als 
Papillen bewertete Interaktionsstellen nach mock-Beandlung signifikant mehr 
Stellen dieser Kategorie als Himalaya und mit 8% Epidermis-HR mit Hyphen 
signifikant weniger als Himalaya; 9% der Interaktionsstellen wurden als 
kollabierte Mesophyllzellen auf M463 bewertet, was im Vergleich zu Himalaya 
nicht signifikant war. Eine GA3-Applikation führte bei M463 zu einer signifikanten 
Reduktion der Frequenz mit der Papillen beobachtet wurden auf 59% und damit 
in den Bereich des Wildtyplevels. Mit 21% der Interaktionsstellen wurden auf 
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M463 nach GA3-Applikation tendenziell mehr kollabierte Mesophyllzellen 
beobachtet als auf mock-behandelten Blättern von M463. 
 
 
Abbildung 3.6.4: Komplementation von Gibberellinsäure- Biosynthsese 
Mutanten der Gerste in der Interaktion mit Magnaporthe TH6772 durch 
exogene Applikation von Gibberellinsäure (GA3)  
Sieben Tage alte Gerstenpflanzen von Himalaya, M463 und M489 wurden vor 
Inokulation mit einer Gibberellinsäure-Lösung (GA3; 20 µM) bzw. mock-Lösung (ohne 
GA3) besprüht und nach einer Stunde Inkubationszeit mit einer Sporensuspension von 
TH6772 (200.000 Sporen/mL) besprüht; zu 72 Stunden nach Inokulation wurden 
Blätter für eine  fluoreszenz-mikroskopische Analyse in Entfärbe-Lösung geerntet. Im 
Diagramm sind die prozentualen Anteile der Interaktionsstellen an den 
Interaktionskategorien (unten im Diagramm benannt) in Form von Säulen dargestellt. 
Die Säulen zeigen den Mittelwert von vier Blättern auf denen jeweils mindestens 100 
Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet wurden. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante Unterschiede zwischen den 
Gerstenmutanten bzw. -wildtypen wurden innerhalb einer Interaktionskategorie 
separat bestimmt (One Way ANOVA, 95% Vertrauensbereich) und sind mit 
Buchstaben, welche die Werte in Signifikanzgruppen einordnen, gekennzeichnet.  
 
Auf Blättern der Mutante M489 zeigte sich nach mock-Behandlung eine nicht 
signifikant unterschiedliche Verteilung von Interaktionsstellen auf die Kategorien 
im Vergleich zu Himalaya nach mock-Behandlung. Eine GA3-Applikation änderte 
diese Verteilung auf M489 nur tendenziell in der Weise, dass im Vergleich zu 
mock-behandelten Blättern von M489 weniger Interaktionsstellen, die der 
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Kategorie Papillen und mehr Interaktionsstelle, die der Kategorie kollabierte 
Mesophyllzellen zugeordnet wurden, beobachtet wurden. Diese Beobachtungen 
waren nicht signifikant. 
 
3.7. Untersuchungen zur Rolle der Hordatine in der Abwehr der 
Gerste gegen Magnaporthe 
Hordatine sind phenolische, antifungal wirksame Substanzen, die in jungen 
Gerstenpflanzen (Stoessl 1965, 1967) vorkommen und nach Mehltaubefall in 
Blättern gebildet werden (Smith & Best 1978; von Röpenack et al. 1998). 
Hordatine scheinen auf die Gattung Hordeum beschränkt zu sein und wurden 
sowohl in wilden als auch in kultivierten Gerstenarten nachgewiesen (Smith & 
Best 1978; Batchu et al. 2006). Hordatine sind Dimere des Coumaroylagmatins 
und Coumaroylagmatin wird durch die Agmatin-coumaroyl-Transferase (ACT) aus 
Agmatin und Coumaroyl-CoA gebildet (Bird & Smith 1981). Dieser Schritt in der 
Synthese der Hordatine verbindet Phenylpropanoid- und Polyaminmetabilismus, 
da Coumaroyl-CoA aus Coumarsäure und Agmatin aus der Aminosäure Arginin 
gebildet wird (von Röpenack et al. 1998). Zwei Moleküle Coumaroylagmatin 
werden vermutlich durch Peroxidasen zu dem Dimer Hordatin umgesetzt (Stoessl 
1967; Negrel & Smith 1984). Alternativ wird in der Literatur diskutiert, dass ein 
Protein mit ähnlicher Funktion zu Dirigentproteinen, die an der Lignanbiosynthese 
beteiligt sind, an der Dimerisierungsreaktion beteiligt sein könnten (Stoessl 1967; 
Negrel & Smith 1984; Übersichtsartikel von Kristensen, et al. 2004). Ein 
mögliches Gen in Gerste, das ein Dirigentmotiv enthält, ist beispielsweise 
HvJRG1.2 (Lee et al. 1996; Delventhal, Forschungspraktikum 2007) und es 
besitzt außerdem eine Jakalin-ähnliche Domäne, was auf eine Funktion bei der 
Abwehr von Herbivoren und Pilzen hindeutet (Möller 2002). Zierold et al. (2005) 
fanden in einer Transkriptomanalyse der mlo-Resistenz von Gerste gegen Mehltau 
eine differentielle Expression von EST HO0J722. Transkripte von HO0J722 
konnten in Epidermisgewebe detektiert werden und es wurde eine Induktion der 
Expression nach Mehltaubefall festgestellt (persönliche Kommunikation mit P. 
Schweizer, IPK Gatersleben). Die zugehörige Proteinsequenz enthält ebenfalls 
eine Jakalin-ähnliche Domäne.  
Als mögliche Peroxidase, die an der Dimerisierung beteiligt sein könnte, wird 
HvPrx7 vermutet (Kristensen et al. 1999). Da Hordatine Guanidingruppen 
enthalten, können sie nach der Methode von Sakaguchi angefärbt und sichtbar 
gemacht werden (Baker 1947; Stoessl 1967; Wei et al. 1994).  
Eine Beteiligung von Hordatinen an der Abwehr von Magnaporthe sollte mit den 
folgenden Versuchen untersucht werden.  
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3.7.1. Auswirkungen einer Applikation von Inhibitoren (AiP bzw. 
Phaseolotoxin) auf die Gerste/ Magnaporthe Interaktion 
2-Aminoindan-2-phosphorsäure (AiP) wurde als Inhibitor der Phenylalanin-
ammoniumlyase (PAL, E.C. 4.3.1.5) und Phaseolotoxin als Inhibitor der Ornithine-
carbamoyltransferase (OCT, E.C.2.1.3.3) in der Literatur beschrieben (Zoń und 
Amrhein 1992; Bachmann et al. 1998; Übersichtsartikel von Bender et al. 1999). 
In folgenden Versuchen wurden AiP und Phaseolotoxin verwendet, um den 
Phenylpropanoid- bzw. den Polyaminstoffwechselweg zu beeinflussen und 
mögliche Auswirkungen auf die Interaktion der Gerste mit Magnaporthe zu 
untersuchen. Außerdem wurde eine AiP-Applikation mit einer Abscisinsäure-
Behandlung kombiniert, um festzustellen, ob AiP die Wirkung der Abscisinsäure 
bezüglich erhöhter Anfälligkeit für das Magnaporthe-Wirt-Isolat verstärken kann 
und damit möglicherweise an andere Stelle in denselben Signaltransduktionsweg 
eingreift. Da Zellerhoff et al. (2009) bei Untersuchungen der Nichtwirt-Resistenz 
der Gerste gegen Magnaporthe festgestellt haben, dass AiP nur in mlo-Genotypen 
der Gerste Einfluss auf die Interaktion hat, wurden die folgenden Versuche 
ebenfalls mit BCIngridmlo5 durchgeführt. 
In Abbildung 3.7.1 ist der Einfluss von AiP und ABA auf die Interaktion von Gerste 
des Genotyps BCIngridmlo5 und Magnaporthe Isolat TH6772 nach Anilinblau- 
Färbung von Callose 48 h p.i. (A) und nach Autofluoreszenz-Mikroskopie 72 h p.i. 
(B) dargestellt. 
 
Nach einer Anilinblau-Färbung (Abbildung 3.7.1 oben) konnten auf Blättern, die 
mit Wasser behandelt waren, 48 h p.i. 15% Interaktionsstellen ohne Fluoreszenz, 
etwa 20% Interaktionsstellen mit Fluoreszenz unter einem Appressorium, 35 % 
Epidermiszellen mit teilweiser Fluoreszenz entlang der Zellwand mit Hyphen und 
18% runde bzw. 1% kollabierte Mesophyllzellen gezählt werden. Eine AiP-
Applikation führte im Vergleich zur Behandlung ohne Wirkstoff (nur Wasser) zu 
einem signifikanten Anstieg der Interaktionsstellen, an denen keine Fluoreszenz 
beobachtet wurde, auf 21% und zu einer tendenziellen Abnahme von 
Interaktionsstellen mit Fluoreszenz unterhalb von Appressorien. Eine ABA-
Applikation führte im Vergleich zu einer Behandlung ohne Wirkstoff (nur Wasser) 
ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg der Interaktionsstellen, an denen keine 
Fluoreszenz beobachtet wurde, auf 28%. Wurden AiP und ABA appliziert so wurde 
mit 32% der Interaktionsstellen ohne Fluoreszenz der Anteil Interaktionstellen, 
die dieser Kategorie zugeordnet wurden, signifikant erhöht im Vergleich zur 
Behandlung ohne Wirkstoff (nur Wasser) und im Vergleich zur alleinigen AiP-
Behandlung war. 
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Abbildung 3.7.1: Einfluss von AiP und ABA auf die Interaktion von Gerste des 
Genotyps BCIngridmlo5 und Magnaporthe Isolat TH6772 A) Anilinblau- 
Färbung von Callose 48 h p.i. und B) Autofluoreszenz- Mikroskopie 72 h 
p.i. 
Gerstenpflanzen von BCIngridmlo5 wurden sieben Tage nach Aussaat entweder mit 
Wasser oder einer AiP-Lösung (0,1 mM) mit Hilfe einer Spritze in die Blätter infiltriert. 
Nach etwa drei Stunden wurde ein Teil der Pflanzen mit Abscisinsäure-Lösung (20 
μM) bzw. mock-Lösung besprüht und nach etwa einer weiteren Stunde wurden alle 
Pflanzen mit Sporen des Magnaporthe Isolats TH6772 (200.000 Sporen/mL) 
inokuliert. Nach 48 und 72 Stunden nach Inokulation wurden Blätter in Entfärbe-
Lösung geerntet. In beiden Diagrammen sind die prozentualen Anteile der 
Interaktionsstellen an den Interaktionskategorien (jeweils rechts im Diagramm 
benannt) nach einer Anilinblau-Färbung (A) zu 48 h.p.i. bzw. nach einer 
Autofluoreszenz- Mikroskopie (B) zu 72 h p.i. in Form von Säulen dargestellt. Die 
Säulen zeigen den Mittelwert von vier Blättern auf denen jeweils mindestens 100 
Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet wurden. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante Unterschiede zwischen den 
Behandlungen (One Way ANOVA, 95% Vertrauensbereich) innerhalb einer 
Interaktionskategorie sind mit verschiedenen Buchstaben, die die Werte in 
Signifikanzgruppen einteilen, gekennzeichnet. 
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Wurde eine fluoreszenzmikroskopische Analyse von Blättern, die zu 72 h p.i.  
geerntet wurden, durchgeführt (Abbildung 3.7.1 unten), so konnte auf Blättern 
nach Behandlung ohne Wirkstoff (nur Wasser) festgestellt werden, dass etwa 
38% der Interaktionsstellen der Kategorie Papillen, 38% der Kategorie Eidermis-
HR mit Hyphen, 7% der Kategorie runde fluoreszierende Mesophyllzellen und 
etwa 17% der Kategorie kollabierte Mesophyllzellen zugeordnet wurden. Eine AiP-
Applikation führte im Vergleich zur Behandlung ohne Wirkstoff (nur Wasser) zu 
einer signifikanten Abnahme der Häufigkeit mit der Papillen gezählt wurden 
(29%) und zu einer tendenziellen Zunahme von Interaktionsstellen an denen 
Epidermis-HR mit Hyphen beobachtet wurden auf 44% bzw. einer tendenziellen 
Zunahme Interaktionsstellen an denen kollabierte Mesophyllzellen vorhanden 
waren auf 28%. Eine ABA-Applikation führte im Vergleich zur Behandlung ohne 
Wirkstoff (nur Wasser) zu einer signifikanten Abnahme der Häufigkeit mit der 
Papillen beobachtet wurden auf 25% und zu einer signifikanten Zunahme von 
kollabierten Mesophyllzellen auf 34%. Wurde AiP und ABA in Kombination 
appliziert, so wurde festgestellt, dass im Vergleich zur Behandlung ohne Wirkstoff 
(nur Wasser) signifikant weniger Interaktionsstellen der Kategorie runde 
Mesophyllzellen mit Autofluoreszenz und signifikant mehr Interaktionsstellen der 
Kategorie kollabierte Mesophyllzellen zugeordnet wurde.  
Die Substanz Phaseolotoxin wird von dem phytopathogenen Bakterium 
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola gebildet und musste zunächst aus 
Bakterien isoliert und auf seine Wirksamkeit getestet werden bevor eine 
Applikation auf Gerstenpflanzen erfolgen konnte (Bachmann et al. 1998; 
Übersichtsartikel von Bender, Alarcón-Chaidez & Gross 1999).  
 
In einem in vitro Plattentest wurde überprüft, ob das aus dem P. syringae pv. 
phaseolicola Isolat 4419 extrahierte Phaseolotoxin seine Wirksamkeit nicht bei 
der Extraktion verloren hat (siehe Abbildung 3.5.8). Als Kontrolle diente ein 
Extrakt von P. syringae pv. phaseolicola Isolat 592, von dem bekannt ist, dass er 
kein Phaseolotoxin bildet. In M9-Wasseragarplatten auf denen in Minimalmedium 
vorkultivierte E.coli Bakterien des Stammes K12 ausplattiert waren, wurden 
entweder bidest Wasser, Kontrolllösung aus P. syringae pv. phaseolicola Isolat 
592 oder Phaseolotoxinlösung aus P. syringae pv. phaseolicola Isolat 4419 in je 
ein Stanzloch pipettiert. Nach 24 Stunden bei 37°C war deutlich zu erkennen, 
dass sich ein Hemmhof von ca. 16 mm um das Loch mit Phaseolotoxinlösung 
gebildet hatte, während weder bidest. Wasser noch die Kontrolllösung eine 
Hemmwirkung auf das Wachstum der E.coli Bakterien zeigten. Da die 
Wirksamkeit von Phaseolotoxin gezeigt werden konnte, konnte es für weitere 
Versuche in Gerstenpflanzen genutzt werden und ein Einfluss von Phaseolotoxin 
auf die Nichtwirt-Interaktion von Gerste mit Magnaporthe untersucht werden.  
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Abbildung 3.7.2: Überprüfung der Wirksamkeit von Phaseolotoxin in einem in 
vitro Plattentest 
E.coli Bakterien des Stammes K12 wurden über mehrere Tage in Minimal-medium M9 
angezogen; 200 µL dieser Kultur wurden in M9-Wasseragar aus-plattiert. Auf den 
Agarplatten wurden drei Löchern ausgestanzt, von denen jeweils eins mit 20 µL der 
folgenden Lösungen befüllt wurde: (1) bidest. Wasser, (2) Kontrolllösung gewonnen 
aus P. syringae pv. phaseolicola Isolat 592 (-) bzw. (3) Phaseolotoxinlösung gewonnen 
aus P. syringae pv. phaseolicola Isolat 4419 (+). Die Platten wurden für ca. 24 
Stunden bei 37 °C inkubiert. In der Tabelle sind die Ergebnisse von zwei 
Parallelansätzen (Platte 1 und 2) dargestellt. 
 
Abbildung 3.7.3 zeigt die Ergebnisse eines Versuchs zum Einfluss von AiP und 
Phaseolotoxin auf die Nichtwirtinteraktion zwischen Gerste BCIngridmlo5 und 
Magnaporthe CD180. Sieben Tage nach Inokulation mit C180 wurden 
makroskopisch im Durchschnitt nach AiP-Applikation 14,4 Nekrosen pro Blatt 
gezählt. Nach Wasser-Applikation wurden 0,2 Nekrosen pro Blatt, nach 
Applikation einer Toxin-Kontrolllösung 0,4 und nach Phaseolotoxin-Applikation 
keine Nekrosen beobachtet. Bei einer Kombination von TK/AiP waren 7,4 und bei 
PT/AiP 11,6 Nekrosen pro Blatt gezählt worden (Abbildung 3.7.3 A/B). 
Darüber hinaus wurde eine fluoreszenzmikroskopische Analyse durchgeführt, 
deren Ergebnis in Abbildung 3.7.3 C dargestellt ist. Wurde vor Inokulation mit 
CD180 Wasser in die Blätter appliziert, so wurden nach 72 Stunden 65% der 
Interaktionsstellen als Papillen, 30% der Interaktionsstellen als Epidermis-HR, 
4% als autofluoreszirende Mesophyllzellen und unter 1% als kollabierte 
Mesophyllzellen eingestuft. Wurde statt Wasser eine AiP-Lösung in die Blätter 
appliziert, so wurden 72 h p.i. etwa 57% als Papillen kategorisierte 
Interaktionsstellen beobachtet, was im Vergleich zur Wasserbehandlung 
tendenziell, aber nicht signifikant, weniger war.  
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Abbildung 3.7.3: Einfluss von AiP und Phaseolotoxin auf die 
Nichtwirtinteraktion von Gerste BCIngridmlo5 und CD180 
Gerstenpflanzen von BCIngridmlo5 wurden sieben Tage nach Aussaat entweder mit 
Wasser, einer AiP-Lösung (0,1 mM), einer Phaseolotoxin-Kontroll-Lösung (TK, 1:10 
verdünnt), einer Phaseolotoxin-Lösung (PT, 1:10 verdünnt) oder einer Mischung von 
TK/AiP bzw. PT/AiP (1:10 verdünnt/0,1 mM AiP) mit Hilfe einer Spritze in die Blätter 
infiltriert. Nach etwa drei Stunden wurden alle Pflanzen mit Sporen des Magnaporthe 
Isolats CD180 (200.000 Sporen/mL) inokuliert. Nach 72 Stunden nach Inokulation 
wurden Blätter in Entfärbe-Lösung für Autofluoreszenz-Mikroskopie geerntet. Nach 
sieben Tagen wurden Ausschnitte von repräsentativen Blättern fotografiert (A) und 
die Nekrosen pro Blatt gezählt und als Mittelwert von fünf Blättern angegeben (B). Im 
Diagramm (C) sind die prozentualen Anteile der Interaktionsstellen an den 
Interaktionskategorien (unten im Diagramm benannt) in Form von Säulen dargestellt. 
Die Säulen zeigen den Mittelwert von vier Blättern auf denen jeweils mindestens 100 
Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet wurden. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante Unterschiede zwischen den 
Behandlungen (One Way ANOVA, 95% Vertrauensbereich) innerhalb einer 
Interaktionskategorie sind mit Buchstaben, die die Werte in Signifikanzgruppen 
einteilen, gekennzeichnet. 
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Tendenziell mehr Interaktionsstellen wurden nach AiP-Applikation als Epidermis-
HR (38%) und als kollabierte Mesophyllzellen (5%) eingeordnet. Sowohl eine 
Toxin-Kontrollbehandlung als auch eine Phaseolotoxin-Applikation führten zu 
einem tendenziellen Anstieg der Häufigkeit mit Interaktionsstellen als Papillen 
gewertet wurden auf etwa 75%. Wurden Kombinationen von TK/AiP oder PK/AiP 
appliziert, so konnten im Vergleich zur Wasser-Kontrolle keine signifikanten 
Unterschiede in der Verteilung der Interaktionsstellen auf die einzelnen 
Kategorien festgestellt werden. 
 
 
3.7.2. Bestimmung der Transkript-Akkumulation wichtiger Gene 
der Hordatinbiosynthese in der Gerste/ Magnaporthe 
Interaktion 
Die Transkript-Akkumulation der Agmatine-coumaroyl-Transferase (HvACT) 
wurde in Abhängigkeit vom Blattalter bzw. -etage bestimmt und untersucht, ob 
eine Anreicherung in Epidermisgewebe nach Inokulation  mit Magnaporthe 
möglich ist (vgl. Abbildung 3.7.4). In fünf Tage alten unbehandelten Koleoptilen 
von Kultivar Ingrid wurde eine relative Transkriptmenge von HvACT in Bezug auf 
Ubiquitin von etwa 0,7 gemessen. In unbehandelten Primär-, Sekundär- und 
Tertiärblättern war die Transkriptmenge deutlich niedriger und lag unter 0,1 an 
allen getesteten Zeitpunkten. Wurden von sieben Tage alten Primärblättern 
abaxiale Epidermen abgezogen, von mehreren Pflanzen gesammelt und dann die 
Transkriptmenge der HvACT bestimmt, so konnten je nach Erntezeitpunkt eine 
höhere HvACT-Transkriptmengen von 0,7 (6 Stunden) oder 0,5 (24 Stunden) als 
im Ganzblattextrakt (von sieben Tage alten Pflanzen) gemessen werden.  
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In Abbildung 3.7.4 B ist zusätzlich die HvACT-Transkript-Akkumulation in 
Epidermisgewebe in einer Zeitreihe nach Inokulation mit TH6772 bzw. CD180 
dargestellt. Im Vergleich zur Kontrolle wird deutlich, dass zu 24 Stunden in der 
Wirtinteraktion mit 1,3 mehr HvACT-Transkript vorliegt und in der Nichtwirt-
Interaktion zu 24 Stunden mit 0,9 ebenfalls mehr HvACT-Transkript vorliegt als in 
der Kontrolle zu 24 Stunden. 
 
 
Abbildung 3.7.4: Transkript-Akkumulation der Agmatin-coumaroyl-
transferase (HvACT) in Abhängigkeit vom Blattalter bzw. -etage (A) und 
Anreicherung in Epidermisgewebe (Proben von Nina Zellerhoff zur 
Verfügung gestellt) (B) 
(A) Pflanzen der Gerstensorte IngridMlo wurden angezogen und zu den angegebenen 
Zeitpunkten 5 Koleoptilen bzw. 5 Blätter geerntet und in flüssigem Stickstoff 
homogenisiert. Es wurde RNA extrahiert und in cDNA umgeschrieben. Dann erfolgte 
eine RTq-PCR Analyse der Proben mit drei technischen Replikaten je Probe. Diese sind 
als Mittelwert in Form von Säulen dargestellt. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung an. Die Transkriptmenge von HvACT wurde relativ zu dem 
konstitutiv exprimierten Ubiquitin dargestellt. (B) Sieben Tage alte Gerstenpflanzen 
(IngridMlo) wurden mit Sporensuspensionen der Magnaporthe Isolate TH6772 bzw. 
CD180 (200.000 Sporen/mL) inokuliert oder mit einer Kontroll-Lösung (ohne Sporen) 
besprüht. Zu 6, 12 und 24 Stunden nach Inokulation (h p.i.) wurde Epidermisgewebe 
vom Rest der Blätter abgetrennt und für eine RNA-Extraktion verwendet. Die RNA 
wurde in cDNA umgeschrieben und eine qPCR-Analyse wie unter A) beschrieben 
durchgeführt und die Ergebnisse ebenso graphisch dargestellt. 
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Da festgestellt wurde, dass in der Wirtinteraktion zu 24 Stunden eine erhöhte 
HvACT-Transkriptmenge in Epidermisgewebe vorlag, wurde untersucht wie sich in 
einer Zeitreihe nach Befall mit TH6772 die HvACT-Transkriptmenge in IngridMlo 
und BCIngridmlo5 entwickelt. In Abbildung 3.7.5 ist zu erkennen, dass in 
Kontrollen sowohl von IngridMlo als auch von BCIngridmlo5 nur sehr geringe 
HvACT-Transkriptmengen im Verhältnis zu Ubiquitin von etwa 0,1 bis 0,3 
nachgewiesen werden konnten. Nach Inokulation mit TH6772 war in IngridMlo zu 
24 Stunden eine 10fach höhere HvACT-Transkriptmenge detektiert worden. In 
BCIngridmlo5 nahm nach Inokulation mit TH6772 die HvACT-Transkriptmenge im 
Verhältnis zu Ubiquitin im Vergleich zur Kontrolle von etwa 0,3 bei sechs Stunden 
auf etwa 3 bei 48 Stunden. Zu 72 und 96 Stunden lag sie bei knapp 2. 
In denselben Proben wurden neben Transkriptmengen von HvACT auch die 
Transkriptmengen von HvPrx7, HvJRG1.2 sowie HO0J722 untersucht. Von HvPrx7 
konnte in allen Proben Transkript nachgewiesen werden. In IngridMlo lag zu 24 
Stunden nach Befall mit TH6772 mehr Transkript vor als in den Kontrollen zu 24 
Stunden. Ebenso waren in TH6772 infizierten Blattproben von BCIngriddmlo5 zu 
6, 12, 24 und 48 Stunden höhere Transkriptlevel nachweisbar als in den 
Kontrollen zu den jeweiligen Zeitpunkten. 
Transkript des Gens HvJRG1.2 konnte sowohl in den meisten Proben von 
IngridMlo als auch von BCIngridmlo5 mittels qPCR-Analyse nicht nachgewiesen 
werden. Demgegenüber konnte Transkript des EST-Klons HO0J722 in allen 
Proben nachgewiesen werden. In Kontrollen sowohl von IngridMlo als auch von 
BCIngridmlo5 nahm die HO0J722-Transkriptmenge von Beginn des Versuches hin 
zu 6 Stunden zu von unter 0,1 auf 0,5. Die HO0J722-Transkriptmenge erreichte 
zu 24 Stunden einen maximalen Wert. Zu 48, 72 und 96 Stunden wurden 
abnehmende HO0J722-Transkriptmengen nachgewiesen. Nach Inokulation mit 
TH6772 zeigte sich auf beiden Genotypen eine ähnliche Transkript-
Akkumulationen zu den verschiedenen Zeitpunkten wie in den entsprechenden 
Kontrollen. 
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Abbildung 3.7.5: Relative Transkriptmengen von HvACT, HvPrx7, HvJRG1.2 
und HO0J722 in Gerstenprimärblättern nach Befall mit einem Wirtisolat 
von Magnaporthe oryzae (TH6772) 
Sieben Tage alte Gerstenpflanzen (IngridMlo und BCIngridmlo5) wurden mit einer 
Sporensuspensione des Magnaporthe Isolats TH6772 (200.000 Sporen/mL) inokuliert 
oder mit einer Kontroll-Lösung (ohne Sporen) besprüht. Zu 6, 12, 24, 48, 72 und 96 
Stunden nach Inokulation (h p.i.) wurden pro Behandlung fünf Blätter geerntet und 
für eine RNA-Extraktion verwendet. Die RNA wurde in cDNA umgeschrieben und es 
erfolgte eine RT-qPCR Analyse der Proben mit drei technischen Replikaten je Probe. 
Diese sind als Mittelwert in Form von Säulen dargestellt. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung an. Die Transkriptmengen von HvACT, HvPrx7, HvJRG1.2 und 
HO0J722 wurden relativ zu dem konstitutiv exprimierten Ubiquitin dargestellt.  
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3.7.3. Funktionale Analyse der Agmatin-coumaroyl-transferase 
mittels Virus-Induziertem-Gene-Silencing (VIGS) 
Da in BCIngridmlo5 nach Befall mit TH6772 erhöhte Transkriptmengen des Gens 
HvACT nachweisbar waren, sollte eine funktionale Analyse mittels Virus-
induziertem-Silencing durchgeführt werden. Zunächst musste überprüft werden, 
wie stark BCIngridmlo5-Pflanzen anfällig sind für das BSM-Virus und ob ein 
Silencing in diesem Genotyp möglich ist. Dazu wurden zunächst Pflanzen mit 
einem BSM-Virus infiziert, der ein Silencing Konstrukt für die Phytoendesaturase 
(BSMV- γTaPDS_as) trägt. Ein Silencing dieses Gens führt zu Photobleaching der 
Blätter und kann als Reporter für effektives Silencing genutzt werden. 
In Abbildung 3.7.6 ist zu erkennen, dass alle getesteten Genotypen der Gerste 
mit einem BSM-Virus, der ein Silencing Konstrukt (BSMV- γTaPDS_as) trägt, nach 
zwei Wochen auf den Tertiärblättern (siehe Abbildung, rechts) weiße Streifen des 
Photobleachings, welches durch das Silencing der PDS entsteht, zeigten. 
Tertiärblättern von Kontrollenpflanzen, die nur mit Pufferlösung ohne Virus 
behandelt waren, zeigten keinerlei Virussymptome oder Photobleaching.  
 
 
Abbildung 3.7.6: Silencing der Phytoendesaturase im Gersten-kultivar Ingrid und 
Mutanten im genetischen Hintergrund von Kultivar Ingrid 
Fünf Tage alte Gerstenpflanzen des Kultivars IngridMlo oder BCIngidmlo5 oder mlo5 ror1-2 
rar1-2 wurden mit einem barley stripe mosaic Virus (BSMV) inokuliert, der in seiner γ-
Untereinheit ein Genfragment der Phytoendesaturase (PDS) von Weizen in antisense-
Orientierung (BSMV-γTaPDS_as) trägt. Bereits eine Woche nach Inokulation traten 
streifenförmige, gelbliche Visussymptome auf Sekundär- und Tertiärblättern auf (nicht 
dargestellt). Nach zwei Wochen zeigten sich auf den Tertiärblättern (siehe Abbildung 
BSMV- γTaPDS_as, rechts) weiße Streifen des Photobleachings, welches durch das 
Silencing der PDS entsteht.  
Dargestellt sind außerdem nicht infizierte Blätter von IngridMlo (Kontrolle, links). 
 
Da gezeigt werden konnte, dass BCIngridmlo5 für das BSM-Virus anfällig ist und 
ein Silencing der PDS erfolgreich war, sollte nun ein Silencing der HvACT der 
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Gerste mittels VIGS erfolgen und die Auswirkungen auf die Wirtinteraktion mit 
TH6772 untersucht werden.  
In Abbildung 3.7.7 sind Ergebnisse eines entsprechenden Experiments 
dargestellt. Sechs individuelle Kontrollpflanzen für die Virusinfektion wurden mit 
FES-Puffer (ohne Visus) behandelt, 10 weitere individuelle Pflanzen wurden mit 
BSMV-γMCS und 29 individuelle Pflanzen wurden mit BSMV-γACT_as infiziert. 
Nach etwa 14 Tagen wurde das Tertiärblatt von jeder Pflanze abgeschnitten und 
halbiert. Eine Hälfte von jedem Blatt wurde mit mock-Lösung (Inokulationslösung 
ohne Sporen) besprüht und die andere Hälfte mit Sporen von TH6772 inokuliert. 
72 Stunden nach Inokulation wurden alle Blatthälften nochmals halbiert und für 
eine qPCR-Analyse und eine mikroskopische Analyse geerntet.  
Die qPCR-Analyse ergab, dass in Blattstücken von individuellen Kontrollpflanzen 
für die Virusinfektion (1 bis 6) nach einer mock-Behandlung (Inokulationslösung 
ohne Sporen) nach 72 Stunden Inkubationszeit eine HvACT-Transkriptmenge im 
Verhältnis zu Ubiquitin zwischen 0,06 und 0,22 nachgewiesen werden konnte. In 
zugehörigen mit TH6772 inokulierten Blattstücken (1-6) konnte zu 72 Stunden 
nach Inokulation eine deutlich erhöhte HvACT-Transkriptmenge im Verhältnis zu 
Ubiquitin nachgewiesen werden.  
In Blattstücken von individuellen BSMV-γMCS infizierten Pflanzen (1-10), die mit 
mit einer mock-Lösung (Inokulationslösung ohne Sporen) besprüht wurden, 
konnten Transkriptmenge des Gens HvACT zwischen 0,03 und 0,4 festgestellt 
werden. In zugehörigen mit TH6772 inokulierten Blattstücken (1-10) konnte zu 
72 Stunden nach Inokulation, außer in Blattstück 4, eine erhöhte Menge des 
HvACT –Transkripts detektiert werden im Vergleich zu den zugehörigen 
Blattstücken, die mit mock-Lösung ohne Sporen behandelt waren. 
Schließlich wurden Pflanzen mit einem Virus, der ein Fragment des HvACT-Gens 
enthält, infiziert. In Blattstücken von individuellen BSMV-γACT_as infizierten 
Pflanzen (1-5 und 25-29), die mit einer mock-Lösung (Inokulationslösung ohne 
Sporen) besprüht wurden, konnten Transkriptmengen des Gens HvACT relativ zu 
Ubiqitin unter 0,2 festgestellt werden. In zugehörigen mit TH6772 inokulierten 
Blattstücken (1-5 und 25-29) konnte zu 72 Stunden nach Inokulation, eine 
deutlich erhöhte HvACT-Transkriptmenge im Verhältnis zu Ubiquitin detektiert 
werden im Vergleich zu den zugehörigen Blattstücken, die mit mock-Lösung ohne 
Sporen behandelt waren.  
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Abbildung 3.7.7: Transkriptions-Analyse im Gerstenkultivar BCIngridmlo5 nach 
Silencing der Agmatine-coumaroyl-transferase mit Hilfe der VIGS-Methode 
Fünf Tage alte Gerstenpflanzen von BCIngridmlo5 wurden entweder mit einer FES-
Pufferlösung (Kontrolle, ohne Virus, sechs individuelle Pflanzen) behandelt oder mit einem 
der beiden barley stripe mosaic Viren (BSMV) inokuliert, die in ihrer γ-Untereinheit 
entweder kein Fremdgenfragment in der multiple cloning site (BSMV-γMCS, zehn 
individulle Pflanzen) tragen oder in deren γ-Untereinheit ein Genfragment der Agmatine-
coumaroyl-transferase (ACT) von Gerste in antisense-Orientierung (BSMV-γACT_as, 29 
individuelle Pflanzen) eingefügt wurde. Nach ca. zwei Wochen wurden die Tertiärblätter 
von individuellen Pflanzen abgeschnitten und halbiert, auf Agarplatten ausgelegt und 
entweder mit einer Sporensuspension von M. oryzae TH6772 (200.000 Sporen/mL) 
inokuliert oder mit einer mock-Lösung (ohne Sporen) besprüht. Zu 72 Stunden nach 
Inokulation wurde von jedem Blattstück ein Teil für Mikroskopie und ein Teil für qPCR 
geerntet. Die mock-behandelten Blattstücke wurden komplett für die qPCR-Analyse 
verwendet. Im Diagramm sind die Ergebnisse der qPCR Analyse der Proben dargestellt, 
wobei für BSMV-γACT_as zehn von 29 Pflanzen dargestellt sind. Innerhalb einer 
Behandlung (Kontrolle oder BSMV-γMCS oder BSMV-γACT_as) beziehen sich gleiche 
Nummern auf Primärblattstücke deselben Pflanze. Drei technische Replikate je Probe sind 
als Mittelwert in Form von Säulen dargestellt. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung an. Die Transkriptmenge der HvACT, wurde relativ zu dem 
konstitutiv exprimierten Ubiquitin dargestellt. 
 
Mikroskopie der mittels qPCR analysierten Blätter  
Zunächst wurden alle Blätter fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet und dann 
innerhalb einer Behandlung (Kontrolle; BSMV-γCS; BSMV-γACT_as) in Gruppen 
mit ähnlichem Phänotyp zusammengefasst (vgl. Abb. 3.7.8). Im Anschluss 
wurden einzelne Blätter separat nocheinmal nach einer Anilinblau-Färbung 
mikroskopisch ausgewertet (vgl. Abb.3.7.9). 
In Abbildung 3.7.8 ist eine fluoreszenzmikroskopische Analyse eines Teils der 
mittels qPCR analysierten Blätter zu sehen. Nach Inokulation von Kontrollpflanzen 
für die Virusinfektion mit TH6772 wurden 72 h p.i. auf den Blättern 2 und 3 
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knapp 50% der Interaktionsstellen als Papillen, 12% als Epidermis-HR ohne 
Hyphen und 17% als Epidermis-HR mit Hyphen, 2% als runde Mesophyllzellen 
mit Autofluoreszenz und 21% als kollabierte Mesophyllzellen kategorisiert 
(Abbildung 3.7.8). Mit BSMV-γMCS infizierte Blätter 1 und 2 zeigten im Vergleich 
zu Kontrollen eine erhöhte Anzahl an Interaktionsstellen von über 80%, die als 
Papillen gewertet wurden und mit 2% weniger Stellen, die als kollabierte 
Mesophyllzellen eingeordnet wurden (Abbildung 3.7.8). 
 
Abbildung 3.7.8: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der Interaktion von Gerste 
mit Magnaporthe TH6772 (72 h p.i.) im Gerstenkultivar BCIngridmlo5 nach 
Silencing der Agmatine-coumaroyl-transferase mit Hilfe der VIGS-Methode 
Fünf Tage alte Gerstenpflanzen von BCIngridmlo5 wurden entweder mit einer FES-
Pufferlösung (Kontrolle, ohne Virus) behandelt oder mit einem der beiden barley stripe 
mosaic Viren (BSMV) inokuliert, die in ihrer γ-Untereinheit entweder kein 
Fremdgenfragment in der multiple cloning site (BSMV-γMCS) tragen oder in deren γ-
Untereinheit ein Genfragment der Agmatine-coumaroyl-transferase (ACT) von Gerste in 
antisense-Orientierung (BSMV-γACT_as) eingefügt wurde. Nach ca. zwei Wochen wurden 
die Tertiärblätter abgeschnitten, auf Agarplatten ausgelegt und entweder mit einer 
Sporensuspension von M. oryzae TH6772 (200.000 Sporen/mL) inokuliert oder mit einer 
mock-Lösung (ohne Sporen) besprüht. Zu 72 Stunden nach Inokulation wurde von jedem 
Blatt ein Teil für Mikroskopie und ein Teil für qPCR geerntet. Im Diagramm sind die 
Ergebnisse der Autofluoreszenz-Mikroskopie dargestellt. Die prozentualen Anteile der 
Interaktionsstellen an den Interaktionskategorien (rechts im Diagramm benannt) wurden 
in Form von Säulen dargestellt. Die Säulen zeigen den Mittelwert von den angegebenen 
Blättern auf denen jeweils etwa 100 Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet wurden. Die 
Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert an.  
 
Eine Infektion von BSMV-γACT_as Blättern mit TH6772 führte auf den Blättern 
BSMV-γACT_as 1 und 2 zu einer ähnlichen Verteilung der Interaktionsstellen auf 
die Kategorien wie bei einer Infektion mit BSMV-γMCS (Blatt 1 und 2) (Abbildung 
3.7.8). 
In den Blättern 4, 5 und 6 der individuellen Kontrollpflanzen für die Virus-
Infektion waren knapp 48% der Interaktionsstellen als Papillen, 8% als 
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Epidermis-HR ohne Hyphen und 6% als Epidermis-HR mit Hyphen, 5% als runde 
Mesophyllzellen mit Autofluoreszenz und 30% als kollabierte Mesophyllzellen 
eingestuft worden (Abbildung 3.7.8). Mit BSMV-γMCS infizierte Blätter 6, 7, 8, 9 
und 10 zeigten im Vergleich zu Kontrollblättern 4, 5, 6 eine erhöhte Anzahl an 
Interaktionsstellen von über 60%, die als Papillen gewertet wurden und mit 12% 
weniger Stellen die als kollabierte Mesophyllzellen eingeordnet wurden (Abbildung 
3.7.8 unten, mittig). Nach Inokulation mit TH6772 von Blättern 25, 26, 27, 28 
und 29, die mit BSMV-γACT_as infiziert waren, konnte 72 h p.i. eine ähnliche 
Verteilung der Interaktionsstellen auf die Kategorien wie bei einer Infektion mit 
BSMV-γMCS festgestellt werden (Abbildung 3.7.8).  
 
Abbildung 3.7.9: Mikroskopische Analyse der Interaktion von Gerste mit 
Magnaporthe TH6772 (72 h p.i.) nach Anilinblau-Färbung im Kultivar 
BCIngridmlo5 nach Silencing der Agmatin-coumaroyl-transferase mit Hilfe 
der VIGS-Methode 
Fünf Tage alte Gerstenpflanzen von BCIngridmlo5 wurden entweder mit einer FES-
Pufferlösung (Kontrolle, ohne Virus) behandelt oder mit einem der beiden barley stripe 
mosaic Viren (BSMV) inokuliert, die in ihrer γ-Untereinheit entweder kein 
Fremdgenfragment in der multiple cloning site (BSMV-γMCS) tragen oder in deren γ-
Untereinheit ein Genfragment der Agmatine-coumaroyl-transferase (HvACT) von Gerste 
in antisense-Orientierung (BSMV-γACT_as) eingefügt wurde. Nach ca. zwei Wochen 
wurden die Tertiärblätter abgeschnitten, auf Agarplatten ausgelegt und entweder mit 
einer Sporensuspension von M. oryzae TH6772 (200.000 Sporen/mL) inokuliert oder mit 
einer mock-Lösung (ohne Sporen) besprüht. Zu 72 Stunden nach Inokulation wurde von 
jedem Blatt ein Teil für Mikroskopie und ein Teil für qPCR geerntet. Im Diagramm sind die 
Ergebnisse der Mikroskopie nach Anilinblau-Färbung dargestellt. Die prozentualen Anteile 
der Interaktionsstellen an den Interaktionskategorien (unten im Diagramm benannt) 
wurden in Form von Säulen dargestellt. Hier ist jeweils ein Blatt separat dargestellt; pro 
Blatt wurden etwa 100 Interaktionsstellen ausgewertet. 
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In Abbildung 3.7.9 ist die mikroskopische Analyse einzelner Blätter der bereits 
zuvor fluoreszenzmikroskopisch untersuchten Blätter nach einer Anilinblau-
Färbung dargestellt. Auf Blatt 2 (Kontrolle für die Virusinfektion) wurde an 18% 
der Interaktionsstellen keine Fluoreszenz und an 50% Fluoreszenz lokal unter 
einem Appressorium beobachtet. Mit BSMV-γMCS infizierte Blätter 7 und 8 
zeigten nach Inokulation mit TH6772 zu 72 Stunden eine unterschiedliche 
Verteilung der Interaktionsstellen auf die einzelnen Kategorien. 
Zu 72 Stunden nach Inokulation der BSMV-γACT_as infizierten Blättern 5, 25, und 
28 mit TH6772 zeigte sich eine ähnliche Verteilung der Interaktionsstellen auf die 
einzelnen Kategorien im Vergleich zu Kontrollblättern 7 und 8. Blatt 26 zeigte 
nach Infektion mit BSMV-γACT_as und Inokulation mit TH6772 mit 40% weniger 
Interaktionsstellen der Kategorie Papillen und mehr Epidermiszellen mit teilweiser 
Fluoreszenz an der Zellwand und Hyphen (28%) als Blatt 5, 25 und 28 nach 
BSMV-γACT_as Infektion. 
 
3.7.4. Peroxidase-Aktivitätsmessungen in der Gerste/Magnaporthe 
Interaktion 
Peroxidasen (POX) bilden eine große Superfamilie in Pflanzen, die aufgrund von 
Unterschieden in der Protein-Primärstruktur in drei Klassen unterteilt wird: Klasse 
I enthält intrazelluläre POX-Enzyme von Pflanzen mit Ähnlichkeit zu POX aus 
Bakterien und Hefen; zur Klasse II gehören extrazelluläre Peroxidasen von Pilzen 
und die Klasse III enthält pflanzliche Peroxidasen, die aus der Zelle sekretiert 
oder in die Vakuole transportiert werden (Welinder 1992; Hiraga 2001). Pflanzen-
Peroxidasen der Klasse III (EC 1.11.17, POX) (Hiraga et al. 2001) sind Häm-
haltige Glycoproteine, die in der Regel durch eine große Zahl paraloger Gene 
kodiert werden (Hiraga 2001; Passardi 2004). In der Modellpflanze Arabidopsis 
thaliana umfasst die POX-Multigenfamilie 73 und in Reis 138 Gene (Tognolli et al. 
2002; Welinder et al. 2002; Passardi et al. 2004); in Gerste sind momentan 105 
Gene, die für Peroxidasen kodieren bekannt (Johrde & Schweizer 2008). 
Peroxidasen katalysieren die Reduktion von Wasserstoffperoxid indem sie 
Elektronen von verschiedenen Donormolekülen auf H2O2 übertragen 
(Oxidoreduktasen). Im Falle der Klasse III Peroxidasen können die 
Donormoleküle Phenole, Ligninvorstufen oder Sekundärmetabolite sein (Hiraga et 
al. 2001; Passardi 2004). Aufgrund der Diversität der durch POXs katalysierten 
Reaktionen sind Peroxidasen an einer Vielzahl verschiedener physiologischer 
Prozessen beteiligt, wie Zellstreckungswachstum, Auxinmetabolismus, Lignin- und 
Suberinbiosynthese, Vernetzung von Zellwandbestandteilen, Alterung (engl. 
senescence), Salztoleranz und Abwehr von Pathogenen (Übersichtsartikel von 
Hiraga et al. 2001). 
Die Oxidation von Guaiacol in Gegenwart von H2O2 ist eine übliche Methode um 
Aktivität von Klasse III POXs in vitro zu detektieren (Greppin et al. 1986). Außer 
Guaiacol, welches den Monomeren des Lignins strukturell ähnlich ist, gibt es noch 
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weitere Substanzen, die zur Bestimmung von POX-Aktivitäten genutzt werden, 
wie zum Beispiel 2,2’-Azino-bis(3-Ethylbenzthiazoline-6-sulfonsäure) (ABTS; 
Childs & Bardsley, 1975). Bei Aktivitätsbestimmungen werden die verschiedenen 
Substanzen nicht von allen Isoenzymen gleich gut akzeptiert.  
Mit ABTS als Substrat für Peroxidasen haben Kristensen et al. (1999) die POX-
Aktivität in der Interaktion von Gerste mit Bgh bestimmt. In der 
Gerste/Magnaporthe Interaktion sollten Peroxidase-Aktivitäten mit verschiedenen 
Substraten photometrisch gemessen und festgestellt werden, ob in der Gerste-
Magnaporthe Interaktion möglicherweise Peroxidasen an der Abwehr beteiligt 
sind. 
 
Abbildung 3.7.10: ABTS-abhängige POX-Aktivitätsmessungen in Abhängigkeit von 
Enzymmenge, Substrat- und Wasserstoff-peroxidkonzentration (Hillemacher 
2010, verändert) 
Dargestellt sind die Änderung der Absorption pro Minute in Abhängigkeit des Volumens an 
eingesetztem Enzym (A), und der Substrat- (ABTS) (B) und Wasserstoff-
peroxidkonzentration (C). Jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert aus drei technischen 
Replikaten mit Standardabweichung. 
Als Enzym diente ein Enzymextrakt, der aus Gerstenprimärblättern gewonnen wurde und 
eine Mischung verschiedener Isoenzyme der Peroxidasefamilie enthielt. Die photometrische 
Messung der Absorptionsänderung pro Minute erfolgte in Glasküvetten von 3 mL 
Gesamtvolumen in Natriumphosphat-Pufferlösung (pH 5.2, 50mM).  
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Um Peroxidase-Aktivität mit 2,2’-Azino-bis(3-Ethylbenzthiazoline-6-sulfonsäure) 
(ABTS) als Substrat in Extrakten aus Gerstenprimärblättern messen zu können, 
wurden zunächst Sättigungskinetiken in Abhängigkeit von der Enzymextrakt-, der 
Substrat (ABTS)- und der Wasserstoffperoxid (H2O2)-Konzentration erstellt und in 
Abbildung 3.7.10 graphisch dargestellt. Es ist zu erkennen, dass mit steigender 
Menge des Enzymextrakts bei konstanter Menge an ABTS und H2O2 die 
gemessene Änderung der Absorption pro Minute zunächst linear zunimmt und ab 
etwa 75 µl Enzymextrakt in eine Sättigung übergeht (Abbildung 3.7.10 A). 
Außerdem nimmt die gemessene Änderung der Absorption pro Minute bei 
konstanter Menge an Enzymextrakt und H2O2 mit steigender 
Substratkonzentration (ABTS) bis 42 µmol linear zu auf 0,2 und erreicht dann bei 
weitere Substratzugabe eine Sättigung (Abbildung 3.7.10 B). Mit steigender 
H2O2-Konzentration bei konstanter Enzymmenge und ABTS-Konzentration nahm 
die Änderung der Absorption pro Minute linear zu bis 0,3 mM H2O2. Bei weiterer 
Erhöhung der H2O2-Konzentration konnte die Änderung der Absorption pro Minute 
nicht weiter gesteigert werden (Abbildung 3.7.10 C). 
 
Abbildung 3.7.11: Infektionsphänotypen von IngridMlo und BCIngridmlo5 nach 
Kontroll-Behandlung bzw. Inokulation mit Magnaporthe Isolat CD180 oder 
TH6772 nach sechs Tagen (Hillemacher 2010, verändert) 
Primärblätter der Gerste IngridMlo und BCIngridmlo5 wurden sieben Tage nach Aussaat 
entweder mit Sporen von Magnaporthe TH6772 oder CD180 (jeweils 200.000 Sporen/mL) 
inokuliert oder mit einer Kontroll-Lösung (ohne Sporen) besprüht. Sechs Tage nach 
Inokulation wurden fünf repräsentative Blätter je Behandlung und Genotyp fotografiert. 
Außerdem wurde eine Zeitreihe geerntet um Peroxidasen aus den Blättern zu isolieren 
und eine Aktivitätsmessung durchführen zu können. Der Versuch wurde zweimal mit 
ähnlichen Ergebnissen wiederholt.
 
Es wurden Gerstenpflanzen der Genotypen IngridMlo und BCIngridmlo5 für eine 
Extraktion und Aktivitätsmessung von Peroxidasen aus Primärblättern verwendet. 
Sechs Tage nach einer Kontrollbehandlung (ohne Sporen) bzw. Inokulation mit 
CD180 oder TH6772 waren sowohl auf allen Blättern der Kontrollpflanzen als auch 
auf allen Blättern von CD180-inokulierten Pflanzen keine Symptome zu erkennen. 
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Nach Inokulation mit TH6772 waren auf Blättern von IngridMlo wenige und auf 
Blättern von BCIngridmlo5 deutlich mehr blasts vorhanden (siehe Abbildung 
3.7.11). 
Zu 0, 24, 48, 72, 96 Stunden nach Behandlung bzw. Inokulation wurden jeweils 
vier Proben pro Behandlung bzw. Inokulation geerntet. Nach Extraktion der 
Enzyme aus den Blattproben wurden Peroxidase-Aktivitätsmessungen 
photometrisch mit den Substanzen Guajacol und ABTS durchgeführt und die 
Ergebnisse in Abbildung 3.7.12 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass in allen 
Proben eine Peroxidase- Aktivität mit beiden Substraten messbar war.  
In IngridMlo wurde zunächst die Peroxidase-Aktivität mit Guajacol als Substrat 
bestimmt (Abbildung 3.7.12 A). Es konnte festgestellt werden, dass in 
Kontrollblattproben zu Beginn des Versuchs (0 h p.i.) eine Peroxidase-Aktivität 
mit Guajacol als Substrat von etwa 3 nKatal/mg Protein gemessen wurde. Die 
Peroxidase-Aktivität mit Guajacol als Substrat nahm stetig auf etwa 5,5 
nKatal/mg Protein in Kontrollblattproben zu 96 h p.i. zu. In mit Magnaporthe 
infiziertem Probenmaterial konnte im Vergleich zu den Kontrollen eine erhöhte 
Peroxidase-Aktivität mit Guajacol als Substrat gemessen werden. In der 
Wirtinteraktion stieg die Peroxidase-Aktivität mit Guajacol als Substrat bis 48 
Stunden auf 10 nKatal/mg Protein und erreichte zu 96 Stunden einen Wert von 
etwa 19 nKatal/mg Protein. In der Nichtwirt-Interaktion stieg die Peroxidase-
Aktivität mit Guajacol als Substrat zu 24 Stunden auf etwa 9 nKatal/mg Protein 
und lag somit über der Aktivität in der Wirtinteraktion. Im weiteren Verlauf der 
Nichtwirt-Interaktion nahm die Peroxidase-Aktivität mit Guajacol als Substrat nur 
noch wenig zu und erreichte zu 96 Stunden einen Wert von 12,5 nKatal/mg 
Protein, der unterhalb der Aktivität in der Wirtinteraktion zu 96 Stunden lag. 
Wurde anschließend die Peroxidase-Aktivität mit ABTS als Substrat in denselben 
Proben von IngridMlO bestimmt (Abbildung 3.7.12 B), so konnte festgestellt 
werden, dass in den Kontrollblattproben zu Beginn des Versuchs (0 h p.i.) eine 
POX-Aktivität mit ABTS als Substrat von 1,5 nKatal/mg Protein gemessen werden 
konnte. Die POX-Aktivität mit ABTS als Substrat nahm auf etwa 2 nKatal/mg 
Protein bis 48 Stunden zu und blieb auf diesem Level in nicht infizierten 
Kontrollblattproben. In mit Magnaporthe infiziertem Probenmaterial konnte im 
Vergleich zu den Kontrollen eine leicht erhöhte POX-Aktivität mit ABTS als 
Substrat gemessen werden. In der Wirtinteraktion stieg die POX-Aktivität mit 
ABTS als Substrat bis 48 Stunden nach Inokulation auf etwa 3 nKatal/mg Protein 
und blieb zu 72 und 96 Stunden bei dieser Aktivität. In der Nichtwirt-Interaktion 
war nach 24 Stunden eine POX-Aktivität mit ABTS als Substrat von 3 nKatal/mg 
Protein gemessen worden, was im Vergleich zur Aktivität in der Wirtinteraktion 
zum selben Zeitpunkt deutlich erhöht war. Zu 48 Stunden war eine Aktivität in 
der Nichtwirt-Interaktion von 2,5 nKatal/mg Protein messbar. Bis zum Ende des 
Versuchs (96 h p.i.) hatte die POX-Aktivität mit ABTS als Substrat in der 
Nichtwirt-Interaktion auf 3,5 nKatal/mg Protein zugenommen und lag somit 
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höher als die Aktivität in der Wirtinteraktion zum selben Zeitpunkt (Abbildung 
3.7.12 B).  
 
 
In BCIngridmlo5 wurde in den Kontrollblattproben zu Beginn des Versuchs (0 h 
p.i.) eine Peroxidase-Aktivität mit Guajacol von etwa 1,5 nKatal/mg Protein 
gemessen wurde (Abbildung 3.7.12 C). Die Peroxidase-Aktivität mit Guajacol als 
Substrat nahm stetig auf etwa 7 nKatal/mg Protein in Kontrollblattproben zu 96 h 
p.i. zu. In mit Magnaporthe infiziertem Probenmaterial konnte im Vergleich zu 
den Kontrollen eine erhöhte POX-Aktivität mit Guajacol als Substrat gemessen 
 
 
Abbildung 3.7.12: Peroxidase-Aktivität in Gerstenprimärblättern mit Guajacol 
(A/C) und ABTS (B/D) als Substrate (Hillemacher 2010, verändert) 
Primärblätter der Gerste IngridMlo und BCIngridmlo5 wurden sieben Tage nach Aussaat 
entweder mit Sporen von Magnaporthe TH6772 (rot) oder CD180 (grün) (jeweils 
200.000 Sporen/mL) inokuliert oder mit einer Kontroll-Lösung (blau) (ohne Sporen) 
besprüht. Zu den im Diagramm angegebenen Zeitpunkten wurden je 4 Parallelproben 
pro Behandlung bestehend aus jeweils zwei Blättern geerntet. Aus den Proben wurden 
Enzyme extrahiert und eine Aktivitätsmessung von Peroxidaen mit zwei verschiedenen 
Substraten, Guajacol (A und C) und ABTS (B und D), photometrisch durchgeführt. 
Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der spezifischen Enzymaktivitäten (nKatal pro mg 
Protein) und jeder Datenpunkt zeigt den Mittelwert aus vier Proben mit 
Standardabweichung. Der Versuch wurde zweimal in voneinander unabhängigen 
Experimenten mit ähnlichen Ergebnissen wiederholt. 
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werden. In der Wirtinteraktion stieg die POX-Aktivität mit Guajacol als Substrat 
bis 48 Stunden auf 10 nKatal/mg Protein und erreichte zu 96 Stunden einen Wert 
von etwa 38 nKatal/mg Protein. In der Nichtwirt-Interaktion stieg die POX-
Aktivität mit Guajacol als Substrat zu 24 Stunden auf etwa 8 nKatal/mg Protein 
und lag somit über der Aktivität in der Wirtinteraktion. Im weiteren Verlauf der 
Nichtwirt-Interaktion nahm die POX-Aktivität mit Guajacol als Substrat zu 48 
Stunden auf einen Wert von 15 nKatal/mg Protein zu und verblieb zu 72 und 96 h 
p.i. annähernd auf diesem Level. 
Wurde anschließend die Peroxidase-Aktivität mit ABTS als Substrat in denselben 
Proben von BCIngridmlo5 bestimmt (Abbildung 3.7.12 D), so konnte festgestellt 
werden, dass in den Kontrollblattproben zu Beginn des Versuchs (0 h p.i.) eine 
POX-Aktivität mit ABTS als Substrat von 2,5 nKatal/mg Protein gemessen werden 
konnte. Die POX-Aktivität mit ABTS als Substrat verblieb zu 24, 48, 72 und 96 h 
p.i. annähernd auf diesem Level. In der Wirtinteraktion lag die POX-Aktivität mit 
ABTS als Substrat bis 48 Stunden nach Inokulation mit 2,5 nKatal/mg Protein auf 
dem Niveau der Kontrollen und stieg zu 72 h p.i. auf 3 nKatal/mg Protein und zu 
96 h p.i. auf 4 nKatal/mg Protein. In der Nichtwirt-Interaktion war nach 24 
Stunden eine POX-Aktivität mit ABTS als Substrat von 2,5 nKatal/mg Protein 
gemessen worden, was im Vergleich zur Aktivität in der Wirtinteraktion zum 
selben Zeitpunkt gleich war. Zu 48 Stunden war eine im Vergleich zur 
Wirtinteraktion erhöhte Aktivität in der Nichtwirt-Interaktion von 4 nKatal/mg 
Protein messbar, die zu 72 Stunden ebenfalls gemessen wurde. Bis zum Ende des 
Versuchs (96 h) hatte die POX-Aktivität mit ABTS als Substrat in der Nichtwirt-
Interaktion auf 4,7 nKatal/mg Protein zugenommen und lag somit tendenziell 
höher als die Aktivität in der Wirtinteraktion zum selben Zeitpunkt (Abbildung 
3.7.12 D). 
3.7.5. Färbung von Guanidingruppen-haltigen Substanzen in der 
Gerste/ Magnaporthe Interaktion 
Es gibt Hinweise, dass in der Interaktion von Gerste mit Echtem Mehltau (Bgh) 
putative guanidin-haltige Substanzen sowohl in Papillen als auch in 
Epidermiszellen, die eine hypersensitive Reaktion zeigen, mit einer frühen 
Resistenzantwort assoziiert sind (Wei et al. 1994). Hordatine sind Substanzen in 
Gerstenpflanzen, die Guanidingruppen enthalten (Stoessl 1967). Mit Hilfe eines 
Tests von Sakaguchi können guanidin-haltige Substanzen im Gewebe angefärbt 
und somit sichtbar gemacht werden (Wei et al. 1994). In der vorliegenden Arbeit 
sollte untersucht werden, ob in der Interaktion von Gerste mit Pilzen der Gattung 
Magnaporthe ebenfalls Substanzen gebildet werden, die mit dem Sakaguchi-Test 
nachgewiesen werden können. In Abbildung 3.7.13 sind lichtmikroskopische 
Aufnahmen von typischen zellulären Interaktionsphänotypen zwischen Gerste und 
Magnaporthe nach einer Guanidingruppen-Färbung von Epidermisgewebe 48 
Stunden nach Inokulation dargestellt. Es wurden sechs Interaktionsphänotypen 
unterschieden. 
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Die ersten beiden Kategorien umfassten Interaktionsstellen, an denen keine 
rötliche Färbung an den Interaktionsstellen zu erkennen war und innerhalb 
der angegriffenen Epidermiszelle entweder zahlreiche (Abbildung 3.7.13 A) 
oder keine (Abbildung 3.7.13 B) sekundären Hyphen des Pilzes beobachtet 
werden konnten.  
Die Kategorien drei und vier bildeten Interaktionsstellen, an denen eine lokale 
Rotfärbung unterhalb von Appressorien beobachtet wurde und Hyphen in 
der angegriffenen Epidermiszelle zu erkennen waren (Abbildung 3.7.13 E) 
bzw. keine Hyphen vorhanden waren (Abbildung 3.7.13 C).  
Die Kategorien fünf und sechs bildeten Interaktionsstellen, an denen eine 
angegriffene Epidermiszelle entlang der Zellwand rötlich angefärbt war und 
unterhalb des Appressoriums entweder zahlreiche (Abbildung 3.7.13 D) 
oder keine (Abbildung 3.7.13 F) sekundären Hyphen zu erkennen waren. 
Waren in einer gefärbten Epidermiszelle keine sekundären Hyphen 
vorhanden, war auch der Zellkern angefärbt. 
 
In Abbildung 3.7.14 ist die prozentuale Verteilung der Interaktionsstellen auf die 
jeweiligen Interaktionskategorien zu 24 h bzw. 48 h nach Inokulation mit CD180 
oder TH6772 dargestellt. Zu 24 Stunden traten in der Nichtwirt-Interaktion im 
Mittel 60% Interaktionsstellen auf, bei denen keine Färbung unterhalb des 
Appressoriums vorhanden war; davon waren in etwa 57% der Epidermiszellen 
keine und in etwa 3% primäre Hyphen vorhanden. Im Durchschnitt war unter 
37% der Appressorien von CD180 eine lokale Färbung zu beobachten; davon 
waren unter 2% der Appressorien auch primäre Hyphen vorhanden. In weniger 
als 5% der Interaktionsstellen waren Epidermiszellen gefärbt. Von den gefärbten 
Epidermiszellen enthielten knapp 2% primäre Hyphen. In der Wirtinteraktion mit 
TH6772 waren zu 24 Stunden etwa 70% der Interaktionsstellen ohne Färbung, 
wovon bei 2% der Stellen primäre Hyphen in der Epidermiszelle zu beobachten 
waren. Der Anteil lokaler Färbung unterhalb von  Appressorien betrug 28%, hier 
waren keine Hyphen beobachtet worden. Es traten etwa 2% gefärbte 
Epidermiszellen auf, die alle Hyphen enthielten. 
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Abbildung 3.7.13: Mikroskopische Aufnahmen der zellulären 
Interaktionsphänotypen zwischen Gerste und Magnaporthe nach einer 
Guanidingruppen-Färbung 
Dargestellt sind typische lichtmikroskopische Bilder der Interaktion zwischen Gerste und 
Pilzen der Gattung Magnaporthe nach einer Färbung von Epidermisgewebe auf 
Guanidingruppen nach einer Methode von Sakaguchi: (A) Epidermiszelle mit 
Appressorium, in der sekundäre Hyphen des Pilzes zu erkennen sind, wobei diese 
Epidermiszelle keine Färbung zeigt; (B) unterhalb eines Appressoriums sind weder 
Hyphen noch eine Färbung zu erkennen; (C) unterhalb eines Appressoriums ist eine 
lokale rötliche Färbung zu erkennen ohne sekundäre Hyphen innerhalb der 
Epidermiszelle; (D) Epidermiszelle, deren gesamte Zellwand rötlich gefärbt ist, mit 
pilzlichen Hyphen; (E) Epidermiszelle, in der sekundäre pilzliche Hyphen und eine diffuse 
rötliche Färbung zu erkennen sind; (F) App auf einer Epidermiszelle, deren Zellwand und 
Zellkern rot gefärbt und keine sekundären Hyphen von Magnaporthe vorhanden sind.  
App = Appressorium; Kon = Konidie; Ks = Keimschlauch; sek. Hy = sekundäre Hyphen; 
Zk = Zellkern 
 
Zu 48 Stunden nach Inokulation zeigten etwa 46% der Interaktionsstellen keine 
Färbung in der Nichtwirtinteraktion, davon waren in 2% der angegriffenen 
Epidermiszellen sekundäre Hyphen von CD180 zu sehen. An 47% der 
Interaktionsstellen war eine lokale Färbung unterhalb der Appressorien zu sehen, 
ohne dass sekundäre Hyphen vorhanden waren. Insgesamt waren 9% der 
befallenen Epidermiszellen entlang ihrer Zellwand gefärbt und in etwa 1% der 
Zellen waren sekundäre Hyphen vorhanden.  
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In der Wirtinteraktion zu 48 Stunden waren im Vergleich zur Nichtwirtinteraktion 
zu 48 Stunden mit 60% deutlich mehr Interaktionsstellen ohne Färbung 
vorhanden. Von Interaktionsstellen ohne Färbung waren in der Wirtinteraktion zu 
48 Stunden mit 28% fast an der Hälfte der Stellen, die ohne Färbung waren, 
sekundären Hyphen zu beobachten. Lokal unter Appressorien konnte in 38% der 
Interaktionsstellen eine Färbung beobachtet werden und in 3% der Fälle traten 
zusätzlich sekundäre Hyphen auf. In weniger als 4% waren Interaktionsstellen 
mit ganz gefärbten Epidermiszellen zu sehen und in etwa 1% dieser Fälle waren 
in der Zelle zusätzlich sekundäre Hyphen vorhanden. 
 
Um eine Rolle von guanidingruppen-haltigen Substanzen bei der Ausprägung der 
Wirtinteraktion zwischen Gerste und Magnaporthe zu untersuchen, wurde neben 
dem moderat anfälligen Genotyp IngridMlo der stark anfällige Genotyp 
BCIngridmlo5 einbezogen. Abbildung 3.7.15 zeigt das Ergebnis einer 
Guanidingruppen-Färbung von Gerstenepidermisgewebe in Interaktion mit 
Magnaporthe-Isolat TH6772 zu 48 Stunden nach Inokulation. Auf Primärblättern 
von IngridMlo wurden 23% der Interaktionsstellen der Kategorie1 (keine Färbung 
mit Hyphen) sowie 23% der Interaktionsstellen der Kategorie2 (keine Färbung, 
ohne Hyphen) zugeordnet. Auf Kategorie3 entfielen 4% und auf Kategorie4 
entfielen 37% der Interaktionsstellen. Der Kategrie5 bzw. 6 wurden 7% bzw. 6% 
der Interaktionsstellen zugeordnet. Auf Primärblättern von BCIngridmlo5 wurden 
mit 47% signifikant mehr Interaktionsstellen der Kategorie1 (keine Färbung mit 
Hyphen) sowie mit 8% signifikant weniger Interaktionsstellen der Kategorie2 
(keine Färbung, ohne Hyphen) zugeordnet im Vergleich zu IngridMlo. Auf 
Kategorie3 entfielen 5% und auf Kategorie4 entfielen mit 26% signifikant weniger 
Interaktionsstellen im Vergleich zum Wildtyp. Der Kategrie5 bzw. 6 wurden mit 
12% bzw. 2% signifikant mehr bzw. weniger Interaktionsstellen zugeordnet im 
Vergleich zu IngridMlo. Die für Magnaporthe hyperanfällige Tripelmutante mlo5 
ror1-2 rar1-2 (Jarosch et al. 2005) verhielt sich nach einer Guanidingruppen-
Färbung annähernd wie BCIngridmlo5 (Daten der Tripelmutante nicht 
dargestellt). 
 
ERGEBNISSE 
 148 
 
 
Abbildung 3.7.14: Mikroskopische Auswertung einer Guanidingruppen-Färbung 
in der Interaktion zwischen Gerste (IngridMlo)und einem Magnaporthe 
Wirtisolat (TH6772, links) bzw. einem Magnaporthe Nichtwirtisolat (CD180; 
rechts) zu 24 h p.i. (oben) und 48 h p.i. (unten); zu 24 Stunden sind nur 
primäre Hyphen zu finden und nach 48 Stunden sind sekundäre Hyphen 
ausgebildet (C) 
Primärblätter der Gerstensorte Ingrid wurden mit einer Sporenlösung von Magnaporthe 
Isolat TH6772 bzw. CD180 (200000 Sporen/mL) sieben Tage nach Aussaat inokuliert. Zu 
24 bzw. 48 Stunden nach Inokulation wurde die abaxiale Epidermis vom Rest des Blattes 
abgezogen und sofort auf einem Objektträger einer Färbung unterzogen und im Anschluss 
mikroskopisch ausgewertet. Pro Zeitpunkt und Behandlung wurden vier Epidermen von 
individuellen Blättern mit jeweils ca. 100 Interaktionsstellen ausgewertet. Als Säulen 
wurden die Mittelwerte im Diagramm mit der Standardabweichung (Fehlerbalken auf 
jeder Säule) dargestellt. Eine statistische Auswertung (t-Test, 95% Vertrauensbereich) 
erfolgte paarweise innerhalb eines Infektionsphänotyps. Buchstaben geben Signifikanz-
gruppen an. Es wurde eine Wiederholung durchgeführt. 
App = Appressorium; pHy = primäre Hyphen; sek. Hy= sekundäre Hyphen 
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Abbildung 3.7.15: Guanidingruppen-Färbung von Gerstenepidermisgewebe 
verschiedener Genotypen in Interaktion mit Magnaporthe-Isolat TH6772 48 
Stunden nach Inokulation  
Primärblätter der Gerstensorte IngridMlo und BCIngridmlo5 wurden mit einer 
Sporenlösung von Magnaporthe Isolat TH6772 (200.000 Sporen/mL) sieben Tage nach 
Aussaat inokuliert. Zu 48 Stunden nach Inokulation wurde die abaxiale Epidermis vom 
Rest des Blattes abgezogen, sofort auf einen Objektträger gelegt, dort einer Färbung 
unterzogen und im Anschluss sofort mikroskopisch ausgewertet. Pro Zeitpunkt und 
Behandlung wurden vier Epidermen von individuellen Blättern mit jeweils ca. 100 
Interaktionsstellen ausgewertet. Als Säulen wurden die Mittelwerte im Diagramm mit der 
Standardabweichung (Fehlerbalken auf jeder Säule) dargestellt. Eine statistische 
Auswertung (t-Test, 95% Vertrauensbereich) erfolgte innerhalb einer 
Interaktionskategorie (rechts im Diagramm aufgelistet). Buchstaben geben 
Signifikanzgruppen an. Der Versuch wurde unter Berücksichtigung eines weiteren 
Genotyps (mlo5 ror1-2 rar1-2) der Gerste einmal wiederholt.
 
3.8. Untersuchungen zur Rolle der Callose in der Abwehr der 
Gerste gegen Magnaporthe 
Callose ist in höheren Pflanzen ein weit verbreitetes β-1-3-Glukan, welches nicht 
nur in der Entwicklung und dem Wachstum der Pflanze eine Rolle spielt, sondern 
auch bei Verwundung und der Abwehr von Pathogenen (Chen and Kim, 2009). 
Abbildung 3.8.1 zeigt die Ergebnisse einer mikroskopischen Auswertung 72 
Stunden nach Inokulation von Gerste mit Magnaporthe oryzae nach einer 
Anilinblau-Färbung. Auf Primarblättern von IngridMlo waren 52% der 
Interaktionsstellen der Kategorie 4 Fluoreszenz lokal unter den Appressorien ohne 
pilzliche Hyphen innerhalb der angegriffenen Epidermiszelle, zugeordnet worden. 
11% der Interaktionsstellen wurden Kategorie 2 zugeordnet, da weder 
Fluoreszenz noch Hyphen zu erkennen waren. Weitere 12% entfielen auf 
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Kategorie 7, da innerhalb einer Epidermiszelle sekundäre Hyphen vorhanden 
waren und an Kontaktstellen der Hyphen mit der Zellwand, lokale blaue 
Fluoreszenz zu beobachten war. An 14% der Interaktionsstellen wurden runde, 
blau fluoreszierende Mesophyllzellen beobachtet. Im Vergleich zu IngridMlo waren 
auf Primärblättern von BCIngridmlo5 mit 29% signifikant weniger 
Interaktionsstellen der Kategorie 4 (lokale Fluoreszenz unter Appressorien ohne 
sekundäre Hyphen) zugeordnet worden. Gleichzeitig wurden mit 35% signifikant 
mehr Interaktionsstellen beobachtet, die der Kategorie 7 (sekundäre Hyphen in 
befallener Epidermiszelle, die unter UV-Licht an den Stellen der Zellwand eine 
blaue Fluoreszenz zeigte, wo Hyphen auf die Zellwand stießen bzw. in die 
Nachbarzelle einwuchsen) zugeordnet wurden. Die Verteilung weiterer 
Interaktionsstellen auf die restlichen Kategorien war in BCIngridmlo5 nicht 
signifikant unterschiedlich im Vergleich zu IngridMlo. Auf der Tripelmutante mlo5 
ror1-2 rar1-2 wurden mit 18% noch weniger Interaktionsstellen der Kategorie 4 
zugeordnet, was sowohl im Vergleich zu IngridMlo als auch im Vergleich zu 
BCIngridmlo5 signifikant war. Gleichzeitig stieg die Häufigkeit von Interaktions- 
stellen mit sekundären Hyphen und Fluoreszenz an Kontaktstellen mit der 
Zellwand (Kategorie 7) signifikant auf 44% an im Vergleich zu IngridMlo und 
BCIngridmlo5. Die Verteilung weiterer Interaktionsstellen auf die restlichen 
Kategorien war auch in der Tripelmutante nicht signifikant unterschiedlich im 
Vergleich zu IngridMlo bzw. BCIngridmlo5.  
 
In Gerste ist bisher eine Genfamilie bestehend aus mindestens sieben Genen 
bekannt, die für Glukansynthasen kodieren, die Callose bilden (Schober et al. 
2009). In der Wirtinteraktion zwischen Gerste und Magnaporthe sollten die 
Transkriptakkumulationen aller bisher bekannten Glukansynthasen gemessen 
werden mit dem Ziel Glukansynthasen in Gerste zu finden, die an der 
Callosebildung auf Pathogenbefall beteiligt sind. Ergebnisse einer 
Transkriptionsanalyse mittles RT-qPCR sind in Abbildung 3.8.2 für die Gene 
HvGSL1 bis 7 zusammengestellt. Von allen Genen waren Transkripte in 
Gerstenprimärblättern detektierbar, jedoch in unterschiedlichen Mengen, wenn 
die Transkripte der einzelnen Gene miteinander verglichen werden. HvGSL3, 
HvGSL5 und HvGSL6 waren nur sehr gering exprimiert, HvGSL1 und HvGSL7 
etwas höher. Höchste Mengen an Transkript wurden von HvGSL2 in Kontrollen zu 
24 Stunden gefunden. Insgesamt konnte für keines der getesteten Gene eine 
pathogenabhängige Veränderung festgestellt werden. Für HvGSL4 war ein 
Unterschied zwischen den Genotypen Mlo/mlo5 feststellbar in der Weise, dass in 
BCIngridmlo5 Primärblättern eine höhere basale Transkriptmenge detektierbar 
war als in Primärblättern von IngridMlo. 
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Abbildung 3.8.1: Mikroskopische Auswertung der Interaktion zwischen Gerste 
und Magnaporthe oryzae nach einer Anilinblau-Färbung  
Primärblätter der Gerstensorte IngridMlo, BCIngridmlo5 und mlo5 ror1-2 rar1-2 wurden 
mit einer Sporenlösung von Magnaporthe Isolat TH6772 (200.000 Sporen/mL) sieben 
Tage nach Aussaat inokuliert. Zu 72 Stunden nach Inokulation wurden Blättern in 
Entfärbe-Lösung geerntet und nach einer Anilinblau-Färbung sofort fluoreszenz-
mikroskopisch ausgewertet. Im Diagramm (B) sind die prozentualen Anteile der 
Interaktionsstellen an den Interaktionskategorien (rechts und unten im Diagramm 
benannt) in Form von Säulen dargestellt. Die Säulen zeigen den Mittelwert von vier 
Blättern auf denen jeweils mindestens 100 Interaktionsstellen pro Blatt ausgewertet 
wurden. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante 
Unterschiede zwischen den Genotypen (One Way ANOVA, 95% Vertrauensbereich) 
innerhalb einer Interaktionskategorie sind mit Buchstaben, die die Werte in 
Signifikanzgruppen einteilen, gekennzeichnet. In Teil (A) wurden jeweils fünf 
repräsentative Blätter sechs Tage nach Inokulation fotografiert. Der Versuch wurde 
einmal wiederholt. 
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Abbildung 3.8.2: Transkriptionsanalyse der Glucansynthase-Genfamilie in 
Gerste nach Inokulation mit Magnaporthe mittels RT-qPCR Analyse  
Fortsetzung der Abbildung und Unterschrift nächste Seite
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Fortsetzung Abbildung 3.8.2: Transkriptionsanalyse der Glucansynthase-Genfamilie 
in Gerste nach Inokulation mit Magnaporthe mittels RT-qPCR Analyse  
 
Gerstenprimärblätter von IngridMlo und BCIngridmlo5 wurden im Alter von sieben 
Tagen mit einer Sporensuspension des Magnaporthe Isolats TH6772 (200.000 
Sporen/mL) inokuliert oder mit einer Kontroll-Lösung (ohne Sporen) besprüht. Zu 6, 
12, 24, 48, 72 und 96 Stunden nach Inokulation (h p.i.) wurden pro Behandlung fünf 
Blätter geerntet und für eine RNA-Extraktion verwendet. Die RNA wurde in cDNA 
umgeschrieben und es erfolgte eine RT-qPCR Analyse der Proben mit drei technischen 
Replikaten je Probe. Diese sind als Mittelwert in Form von Säulen dargestellt. Die 
Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. Die Transkriptmengen der Gene 
HvGSL1 bis 7 wurden relativ zu dem konstitutiv exprimierten Ubiquitin dargestellt. 
Für einen Teil der Gene wurde das Experiment einmal mit ähnlichen Ergebnissen 
wiederholt. 
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3.9. Untersuchungen zur Differenzierung von Pilzen auf der 
Blattoberfläche der Gerstenmutante emr1 
Am Institut für Biologie III der RWTH Aachen wurde eine Gerstenmutante in 
einem Mutantenscreen gefunden, die eine erhöhte Magnaporthe oryzae Resistenz 
(emr1) in einem gegenüber M. oryzae hyperanfälligen mlo-genetischen 
Hintergrund zeigt (Jansen und Schaffrath 2007). Bei der Charakterisierung dieser 
Mutante stellte sich heraus, dass die emr1 Mutante in der Zusammensetzung 
ihrer Wachse auf der Blattoberfläche verändert ist (Jansen Marcus, Dissertation 
2007). Nachdem von einer Arbeitsgruppe in Würzburg gezeigt wurde, dass 
langkettige Aldehyde aus der epicuticularen Wachsschicht in vitro 
Prepenetrations-Entwicklungsprozesse von Konidien des Echten Mehltaus 
stimulieren (Hansjakob et al. 2010), sollte in dieser Arbeit in vivo getestet 
werden, ob die veränderte Wachsoberfläche der emr1 Mutante ebenfalls Einfluss 
auf die Entwicklung von Prepenetrationsstrukturen des Echten Mehltaus (Blumeria 
graminis) hat. Ergänzend sollte untersucht werden, ob sich die veränderte 
Wachsoberfläche der emr1 Mutante ebenfalls auf die Entwicklung und 
Differenzierung des Reisbrandes (Magnaporthe) vor der Penetration auswirkt. 
Jansen et al. konnten bei Infektionsversuchen der emr1 Mutante mit M. oryzae 
bereits feststellen, dass emr1-Pflanzen gegenüber Wildtyppflanzen (beide im 
mlo5-genetischen Hintergrund) eine Reduktion der Magnaporthe-Befallsstärke um 
75% aufwiesen. In histologischen Analysen von M. Jansen korrelierte die 
Reduktion der Befallsstärke auf emr1 mit einer gegenüber mlo5 deutlich erhöhten 
Häufigkeit von effektiven Papillen und einer deutlich reduzierten Häufigkeit von 
kollabierten Mesophyllzellen (Jansen Marcus, Dissertation 2007). Bei diesen 
Analysen wurden Zeitpunkte nach Inokulation ausgewertet, an denen der Pilz die 
Epidermiszellen bereits versucht hatte zu penetrieren. Der Frage, ob Magnaporthe 
in der Entwicklung auf der Blattoberfläche der emr1-Mutante bereits vor der 
Penetration beeinflusst war, wurde von Jansen et al. (2007) noch nicht 
nachgegangen und soll daher in dieser Arbeit untersucht werden. 
 
Echter Mehltau (Blumeria graminis) auf der Blattoberfläche der 
Gerstenmutante emr1  
Es wurden zunächst Experimente mit Echtem Mehltau durchgeführt. In Abbildung 
3.9.1 sind lichtmikroskopische Aufnahmen von typischen Entwicklungsstadien des 
Echten Mehltaus auf Gerstenprimärblättern 16 Stunden nach Inokulation 
dargestellt. Nach Färbung der pilzlichen Strukturen mit Tinte/Essigsäure-Lösung 
wurden Konidien auf den Blättern gefunden, die nicht (Abb. 3.9.1 A) oder nur mit 
einem primären Keimschlauch (Abb. 3.9.1 B) ausgekeimt waren.  
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Abbildung 3.9.1: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Entwicklungsstadien des 
Echten Mehltaus Blumeria graminis auf Gerstenprimärblättern 
Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen von typischen Entwicklungsstadien des 
Echten Mehltaus Blumeria graminis auf Gerstenprimärblättern. Die pilzlichen Strukturen 
wurden 16 Stunden nach Inokulation von sieben Tage alten Gerstenpflanzen mit 
Tinte/Essigsäure-Lösung angefärbt. Lichtmikroskopisch konnten folgende 
Entwicklungsstadien des Pilzes voneinander unterschieden werden: (A) nicht gekeimte 
Konidie; (B) Konidie, die mit einem primären Keimschlauch ausgekeimt ist; (C) Konidie, 
die zusätzlich zu einem primären Keimschlauch einen sekundären, verlängerten 
Keimschlauch ausgebildet hat; (D) Konidie, deren sekundärer Keimschlauch 
angeschwollen ist; unter dem primären Keimschlauch ist eine pflanzliche Papille zu 
erkennen; (E) eine Konidie ist mit je einem pKs und sKs ausgekeimt; letzterer ist durch 
ein Septum von einem vollständig ausdifferenzierten Appressorium abgetrennt; (F) 
Konidie zeigt ein anderes Keimverhalten als zuvor beschrieben, z.B. ein Auskeimen mit 
mehreren kurzen Keimschläuchen.  
App = Appressorium; Kon = Konidie; pKs = primärer Keimschlauch; sKs = sekundärer 
Keimschlauch; asKs = angeschwollener, sekundärer Keimschlauch; Pap = Papille; Se = 
Septum. 
 
Zusätzlich traten Konidien auf, die neben einem primären bereits einen 
sekundären, verlängerten Keimschlauch (Abb. 3.9.1 C) gebildet hatten. Des 
Weiteren gab es Konidien, bei denen der sekundäre Keimschlauch an der Spitze 
bereits angeschwollen war (Abb. 3.9.1 D); diese Schwellung hatte sich bei 
anderen Konidien nach 16 Stunden schon zu einem vollständig ausdifferenzierten 
Appressorium weiterentwickelt (Abb. 3.9.1 E), welches durch ein Septum vom 
Rest des sekundären Keimschlauchs abgetrennt war. In der Auswertung wurden 
außerdem Konidien separat gezählt, die vom bisher beschriebenen Keimverhalten 
abwichen (Abb. 3.9.1 F) oder zerstört waren (nicht dargestellt, aber als 
eigenständige Kategorie gezählt). 
Abbildung 3.9.2 zeigt die prozentuale Verteilung der Konidien auf die 
beschriebenen Entwicklungsstadien von Bgh (Abb. 3.9.2 A) bzw. Bgt (Abb. 3.9.2 
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B) auf Gerstenprimärblättern der Genotypen Mlo Emr1, Mlo emr1, mlo5 Emr1 und 
mlo5 emr1. Auf Gerstenblättern des Wildtyps Mlo Emr1 waren im Mittel etwa 7% 
nicht ausgekeimte Konidien von Bgh zu finden. Etwa 5% der Konidien zeigten 
anormales Keimverhalten und etwa 85% der Konidien hatten ein vollständig 
ausdifferenziertes Appressorium gebildet. Die Häufigkeit mit der alle anderen 
Entwicklungsstadien auftraten lag im Mittel unter 1%. Eine Mutation am Mlo-
Lokus (mlo5 Emr1) beeinflusste dieses Verteilungsmuster nicht signifikant. In 
Mutanten des Genotyps Mlo emr1 konnten hingegen etwa 26% nicht gekeimte 
Konidien von Bgh auf den Blättern gezählt werden, während etwa 64% ein 
vollständiges Appressorium entwickelt hatten. Etwa 3% der Konidien waren nur 
mit einem primären Keimschlauch ausgekeimt und etwa 5% der Konidien zeigten 
anormales Keimverhalten. In der Doppelmutante mlo5 emr1 war dieses 
Verteilungsmuster nicht signifikant beeinflusst, da auch hier etwa 62% gekeimte 
Konidien mit Appressorien und 26% nicht gekeimte Bgh-Konidien gezählt wurden. 
Auf Gerstenblättern des Wildtyps Mlo Emr1 waren im Mittel etwa 17% der Bgt-
Konidien nicht gekeimt, was im Vergleich mit Bgh etwa doppelt so viele Konidien 
sind. Etwa 3% der Bgt-Konidien hatten einen primären Keimschlauch und etwa 
72% ein Appressorium ausgebildet. Etwa 8% der Konidien zeigten einen 
anormalen Keimungsphänotyp. Die Häufigkeit mit der Konidien in allen anderen 
Entwicklungsstadien auftraten lag im Mittel unter 1%. Eine Mutation am Mlo-
Lokus (mlo5 Emr1) beeinflusste dieses Verteilungsmuster nur geringfügig, aber 
nicht signifikant. Auf Blättern der Mutante des Genotyps Mlo emr1 konnten 
hingegen etwa 29% nicht gekeimte Konidien von Bgt auf den Blättern gezählt 
werden, während nur etwa 55% der Konidien ein vollständig ausdifferenziertes 
Appressorium gebildet hatten. Etwa 6% der Konidien waren mit einem primären 
Keimschlauch ausgekeimt und etwa 8% zeigten ein anormales Keimverhalten. In 
der Doppelmutante mlo5 emr1 war dieses Verteilungsmuster tendenziell nicht 
beeinflusst; hier waren etwa 47% Bgt-Konidien mit Appressorium, etwa 32% 
nicht gekeimte Bgt-Konidien und etwa 8%  
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Abbildung 3.9.2: Entwicklungsstadien von Blumeria graminis f. sp. hordei (A) 
und Blumeria graminis f. sp. tritici (B) auf Gerstenprimärblättern 16 Stunden 
nach Inokulation 
Gerstenprimärblätter der Genotypen Mlo Emr1, Mlo emr1, mlo5 Emr1 und mlo5 emr1 
wurden sieben Tage nach Aussaat mit Sporen von Bgh (A) bzw. Bgt (B) inokuliert und 
nach 16 Stunden für eine mikroskopische Analyse in Entfärbe-Lösung geerntet. Die 
pilzlichen Strukturen wurden mit Tinte/Essigsäure-Lösung angefärbt und pro Genotyp 
wurden vier Blätter mit jeweils mindestens 200 Konidien pro Blatt ausgewertet. Im 
Diagramm ist die prozentuale Verteilung der Konidien auf die beschriebenen 
Entwicklungsstadien als Mittelwerte in Form von Säulen dargestellt. Die Fehlerbalken 
stellen die Standardabweichungen der Mittelwerte dar. Innerhalb eines 
Entwicklungsstadiums wurden die Daten statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95% 
Vertrauensbereich) und signifikante Unterschiede mit Buchstaben über den Säulen 
angegeben. Nicht signifikante Unterschiede wurden mit ns angegeben. Der Versuch 
wurde in Teilen zweimal mit ähnlichen Ergebnissen wiederholt.  
ng = nicht gekeimt; pKs = primärer Keimschlauch; sKs = sekundärer Keimschlauch; asKs 
= angeschwollener, sekundärer Keimschlauch; App = Appressorium; zer = zerstörte 
Konidie; an = anders Keimverhalten  
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mit einem primären Keimschlauch gezählt worden und mit 10% trat hier der 
höchste Wert an anormal gekeimten Konidien auf. 
Reisbrand (Magnaporthe) auf der Blattoberfläche der Gerstenmutante 
emr1  
Nachdem festgestellt werden konnte, dass die emr1-Mutation unabhängig vom 
Mlo-Locus die Entwicklung und Differenzierung des Echten Mehltaus auf der 
Blattoberfläche beeinträchtigt, sollte nun untersucht werden, ob dies auch für 
Pilze der Gattung Magnaporthe zutrifft. In Abbildung 3.9.3 sind 
lichtmikroskopische Aufnahmen von typischen Entwicklungsstadien von Pilzen der 
Gattung Magnaporthe auf Gerstenprimärblättern 16 Stunden nach Inokulation 
dargestellt. Neben nicht gekeimten dreizelligen Konidien (Abb. 3.9.3 A) fanden 
sich auf Primärblättern Konidien, die mit einem Keimschlauch ausgekeimt waren 
(Abb. 3.9.3 B). An der Spitze des Keimschlauchs hatte sich bei einem Teil der 
Konidien ein Appressorium (Abb. 3.9.3 C) entwickelt mit dessen Hilfe der Pilz 
versucht die darunter liegende Epidermiszelle zu penetrieren. Außerdem war zu 
beobachten, dass Konidien mit zwei Keimschläuchen, meist aus den sich 
gegenüberliegenden Kammern, ausgekeimt waren und ein (Abb. 3.9.3 D) oder 
zwei (Abb. 3.9.3 F) Appressorien gebildet hatten. In manchen Fällen keimte eine 
Spore mehrfach aus, ohne ein Appressorium zu entwickeln (Abb. 3.9.3 E). 
Zerstörte Konidien wurden ebenfalls bei der Auswertung berücksichtigt (nicht 
dargestellt) und separat gezählt. 
In Abbildung 3.9.4 ist die prozentuale Verteilung der Konidien auf die 
beschriebenen Entwicklungsstadien auf Gerstenprimärblättern verschiedener 
Genotypen 16 Stunden nach Inokulation mit den Magnaporthe Isolaten TH6772 
(Abb. 3.9.4 A) bzw. CD180 (Abb. 3.9.4 B) graphisch dargestellt. Auf 
Wildtyppflanzen (Mlo Emr1) waren etwa 20% der Konidien von TH6772 nicht 
gekeimt, während etwa 8% einen Keimschlauch und etwa 19% zwei 
Keimschläuche ausgebildet hatten. Etwa 34% der Konidien waren mit einem 
Keimschlauch gekeimt und hatten bereits ein Appressorium an dessen Ende 
ausdifferenziert. Etwa 15% der Konidien besaßen zwei Keimschläuche und ein 
Appressorium, während etwa 2% sogar 2 Keimschläuche und 2 Appressorien 
ausgebildet hatten. Nur etwa 2% der Konidien waren zerstört. Eine Mutation am 
Mlo-Lokus (mlo5 Emr1) beeinflusste die Entwicklung des Pilzes auf der Oberfläche  
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Abbildung 3.9.3: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Entwicklungsstadien von 
Pilzen der Gattung Magnaporthe auf Gerstenprimärblättern 16 Stunden nach 
Inokulation. 
Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen von typischen Entwicklungsstadien von 
Pilzen der Gattung Magnaporthe auf Gerstenprimärblättern. Zu 16 Stunden nach 
Inokulation wurden folgende Entwicklungsstadien unterschieden: (A) nicht gekeimte  
Konidie; (B) Konidie, die mit einem Keimschlauch ausgekeimt ist; (C) Konidie, die mit 
einem Keimschlauch ausgekeimt ist, an dessen Ende sich bereits ein Appressorium 
gebildet hat (D) Konidie, die mit zwei Keimschläuchen ausgekeimt ist; nur an einem Ks 
hat ich ein App entwickelt; (E) Konidie ist zwar mit mehreren Ks ausgekeimt, es ist aber 
kein Appressorium gebildet worden; (F) Konidie mit zwei Keinmsschläuchen, an deren 
Enden sich jeweils ein Appressorium gebildet hat. 
Kon = Konidie; Ks = Keimschlauch; App = Appressorium 
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nur wenig und die Verteilung der Konidien auf die Entwicklungsstadien nicht 
signifikant. Auf Blättern von Pflanzen des Genotyps Mlo emr1 waren etwa 13% 
nicht und fast 5% der Konidien mit nur einem Keimschlauch ausgekeimt. Nur 
etwa 9% der Sporen keimten mit zwei Keimschläuchen aus, was signifikant 
weniger im Vergleich zu Mlo Emr1 (mit 19%) war, während mit 48% der Konidien 
die Häufigkeit von Konidien, die ein Appressorium am Ende eines Keimschlauchs 
gebildet hatten, signifikant erhöht war im Vergleich zu Mlo Emr1 (34%). Etwa 
19% der Konidien besaßen zwei Keimschläuche und ein Appressorium, während 
über 5 % sogar zwei Keimschläuche und zwei Appressorien ausgebildet hatten. Es 
wurde etwa 1% der Konidien als zerstört bewertet. Auf Blättern der 
Doppelmutante mlo5 emr1 verhielten sich die Konidien ähnlich in ihrer Keimung 
und Weiterentwicklung wie auf Mlo Emr1. 
Wurden Wildtyppflanzen (Mlo Emr1) mit Konidien von CD180 inokuliert 
(Abbildung 3.9.4 B), so waren nach 16 Stunden 15% nicht gekeimt, während 
etwa 17% mit einem und 14% mit zwei Keimschläuchen ausgekeimt waren. Etwa 
33% der Konidien hatten bereits am Ende eines Keimschlauchs ein Appressorium 
entwickelt und knapp 16% nur an einem von zwei Keimschläuchen. 3% der 
Konidien konnten beobachtet werden, die zwei Keimschläuche mit jeweils einem 
Appressorium aufwiesen. 2% zerstörte Konidien wurden gefunden. Eine Mutation 
am Mlo-Lokus (mlo5 Emr1) beeinflusste die Entwicklung des Pilzes auf der 
Oberfläche nur wenig. Es waren mit knapp 10% signifikant weniger Sporen nicht 
gekeimt, ansonsten waren die Häufigkeiten der anderen Entwicklungsstadien 
nicht signifikant verändert. Auf Blättern von Pflanzen des Genotyps Mlo emr1 
waren etwa 11% nicht und fast 10% der Konidien mit nur einem Keimschlauch 
ausgekeimt. Nur etwa 6% der Sporen keimten mit zwei Keimschläuchen aus, was 
signifikant weniger im Vergleich zu Mlo Emr1 (mit 14%) war. Mit 43% der 
Konidien, die ein Appressorium am Ende eines Keimschlauchs gebildet hatten, 
waren in dieser Kategorie signifikant mehr Konidien im Vergleich zu Mlo Emr1 
(33%) eingeordnet worden. Etwa 20% der Konidien besaßen zwei Keimschläuche 
und ein Appressorium, während knapp 6% sogar zwei Keimschläuche mit zwei 
Appressorien ausgebildet hatten. Es wurde fast 5% der Konidien als zerstört 
bewertet. Auf Blättern der Doppelmutante mlo5 emr1 bot sich ein ähnliches Bild 
der Konidienkeimung und Entwicklung von Infektionsstrukturen wie auf Mlo emr1 
und es gab keine signifikanten Unterschiede. 
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Abbildung 3.9.4: Entwicklungsstadien von Magnaporthe-Isolat TH6772 (A) 
und Magnaporthe-Isolat CD180 (B) auf Gerstenprimärblättern 16 Stunden 
nach Inokulation 
Sieben Tage nach Aussaat wurden Gerstenprimärblätter der Genotypen Mlo Emr1, Mlo 
emr1, mlo5 Emr1 und mlo5 emr1 mit einer Sporensuspension von Magnaporthe-Isolat 
TH6772 bzw. CD180 (jeweils 200.000 Sporen/mL) besprüht und nach 16 Stunden in 
Entfärbe-Lösung geerntet. Pro Genotyp und Pilz wurden jeweils vier Blätter mit 
mindestens 100 Konidien pro Blatt mikroskopisch ausgewertet. Im Diagramm ist die 
prozentuale Verteilung der Konidien auf die beschriebenen Entwicklungsstadien als 
Mittelwert in Form von Säulen dargestellt. Die Fehlerbalken stellen die 
Standardabweichungen der Mittelwerte dar. Innerhalb eines Entwicklungsstadiums 
wurden die Daten statistisch ausgewertet (One Way ANOVA, 95% Vertrauensbereich) 
und signifikante Unterschiede mit Buchstaben über den Säulen angegeben. Nicht 
signifikante Unterschiede wurden mit ns angegeben. 
ng = nicht gekeimt; Ks = Keimschlauch; App = Appressorium; zer = zerstörte Konidie 
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3.10. Fachdidaktische Ausarbeitungen 
Eine grundlegende Voraussetzung phytopathologische Forschung in den 
Schulunterricht zu bringen, ist das Auffinden eines geeigneten Pflanze/Pathogen-
Systems. Es sollte für den Lehrer relativ leicht zu beschaffen und in der 
Handhabung einfach und kostengünstig sein. Außerdem ist ein Bezug zur Alltags- 
bzw. Erfahrungswelt der SuS wünschenswert. Bei einem Blick in verschiedene 
Schulbücher (hauptsächlich für den Unterricht in der Oberstufe) aus 
verschiedenen Jahren (siehe Tabelle 3.10.1; kein Anspruch auf Vollständigkeit, da 
es sich lediglich um eine Auswahl handelt) konnte festgestellt werden, dass der 
Weizenschwarzrost teilweise in den Lehrbüchern mit Lebenszyklus genannt wird 
und auch der Mutterkornpilz thematisiert wird. Selten wird jedoch der Echte 
Mehltau an Reben, Stachelbeeren oder Getreide als Schädling an Kulturpflanzen 
genannt. Es wird meist nicht näher auf den Echten Mehltau eingegangen.  
Da sowohl Gerste als auch der Echte Mehltau der Gerste in Deutschland 
vorkommen und Mehltau anhand seines pudrigen, weisen Belages auf 
Gerstenpflanzen auch für einen ungeübten Laien eindeutig zu identifizieren ist, 
bietet es sich an das Gerste/Echter Mehltau Pathogensystem für den 
Schulunterricht auszuwählen. Es bietet neben dem häufigen Vorkommen des 
Mehltaus noch weitere Vorteile gegenüber anderen phytpathogen Pilzen, wie 
Schwarzrost, Mutterkornpilz (Claviceps pururea) oder Magnaporthe. So wird 
beispielsweise der Echte Mehltaupilz ausschließlich auf lebenden Pflanzen 
vermehrt, was die Herstellung von Nährmedien überflüssig macht und damit Zeit 
und Geld bei der Unterrichtsvorbereitung eingespart werden kann.  
 
Tabelle 3.10.1: Übersicht untersuchter Schulbücher, auf die Thematisierung von 
Pflanzenkrankheiten und speziell dem Echten Mehltau im Unterricht; x = ja; - 
= nein 
 
Buchtitel 
(Verlag) 
 
Erscheinungs- 
jahr 
(Bundesland) 
Pilze 
im 
Allge-
meinen 
 
Mykor
-rhiza 
Pflanzenkrank- 
heiten (mit 
Beschreibung der 
Biologie/Lebens-
zyklus) 
Echter 
Mehltau 
Die Pflanze  
Sammelband 
(Klett) 
2. Auflage  
1985 
X X Pilze als Schäd-
linge an Kultur-
pflanzen 
(Mutterkorn) 
X (Reben/ 
Stachel-
beere) 
Biologie-heute 
Ökologie 
(Schroedel) 
1999 - X - - 
Netzwerk 
Biologie2 
Gesamtband 
(Schroedel)  
2000 X X Mutterkorn _ 
Natura2 Biologie 
für Gymnasien 
(Klett) 
2003 
(NRW, 8./9. 
Schuljahr) 
X X X 
(Schwarzrost; 
Mutternkorn) 
X (ge-
nannt als 
Beispiel für 
Parasiten) 
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Linder Biologie  
Gesamtband 
(Schroedel) 
 
2005 
22. Auflage 
 
X 
  
„viele Pilze sind 
Pflanzenparasiten“ 
(Pflanzenhormone) 
 
- 
(Falscher 
Mehltau an 
Kartoffel) 
Natura Biologie 
für Gymnasien 
Oberstufe  
(Klett) 
2005 - X - - 
BiologieHEUTE 
entdecken 
12/13 
(Schroedel) 
2005 
(NRW)  
X X - 
(Pflanzenhormone) 
- 
BiologieHEUTE 
entdecken 2 
2005 (NRW) X X Mutterkorn,  
Apfel-/Birnen-
schorf, Getreide-
rost; Kraut- und 
Knollenfäule)  
X (an 
Wein) 
Biologie-
Oberstufe 
Gesamtband 
(Cornelsen)  
2009 X X - - 
Biologie 
Oberstufe  
Markel (Klett) 
2010 - X - - 
Biosphäre- 
Ökologie Sek II 
(Cornelsen)  
 
2012  X X - X (genannt 
als Bsp. für 
Einsatz von 
Fungiziden 
in der 
Land-
wirtschaft)  
 
3.10.1. Gerste/Echter Mehltau als Pflanze/Pathogen-System im 
Schulunterricht (Baustein 1) 
Da in der Schule keine Pflanzenanzuchtkammern oder -schränke zur Verfügung 
stehen, wurde in einem ersten Schritt eine alternative Methode gesucht um 
Pflanzen anzuziehen und den Mehltau unter alltäglichen Bedingungen zu 
vermehren. Es wurden Pflanzen in Töpfen auf der Fensterbank angezogen und es 
zeigte sich, dass die Gerstenkeimlinge innerhalb einer Woche, besonders im 
Frühjahr und Sommer, gut wachsen und eine mit in Pflanzenanzuchtkammern 
oder –schränken vergleichbare Größe erreichen.  
Zur Inokulation wurde ein großer Umzugkartoons, statt eines Inokulationsturms, 
verwendet und so konnten Pflanzen mit Mehltausporen infiziert werden. Infizierte 
Pflanzen werden dann unter ein selbstgebautes Plastikzelt (statt in 
Pflanzenschränke) gestellt und auf der Fensterbank weiter wachsen gelassen. 
Nach etwa fünf Tagen werden Mehltausymptome auf den Pflanzen sichtbar und 
Sporen werden gebildet. Unter einem Zelt auf der Fensterbank sporuliert der 
Mehltau gut, es muß jedoch darauf geachtet werden dass es werder zu feucht 
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noch zu heiß unter dem Zelt wird, da sonst der Mehltau schlechter sporuliert oder 
sogar eingehen kann.  
Um feststellen zu können, ob die unterschiedlichen Anzuchtweisen der 
Gerstenpflanzen Einfluss auf die Verteilung der Interaktionstypen haben, wurden 
Pflanzen parallel im Schrank und auf der Fensterbank angezogen, mit Mehltau 
inokuliert und Proben nach 48 h p.i. für eine mikroskopische Untersuchung 
geerntet. In Abb. 3.10.1 sind die Ergebnisse des Versuchs dargestellt. Es ergaben 
sich ähnlich Verteilungen der Interaktionsstellen auf die Kategorien bei den 
verschiedenen Anzuchtweisen. 
 
 
Abbildung 3.10.1: Vergleich einer Mehltauinfektion (Bgh) von 
unterschiedlich angezogenen und inkubierten Gerstenpflanzen entweder 
im Pflanzenschrank (kurz:Schrank) oder auf einer Fensterbank unter 
Plastikzelt (kurz: Zelt) 
Sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Genotypen IngridMlo und BCIngridmlo-5 
wurden mit Sporen von Blumeria graminis f.sp. hordei (Bgh) inokuliert und nach 48 h 
p.i. in Entfärbe-Lösung geerntet. Die pilzlichen Strukturen wurden mit 
Tinte/Essigsäure-Lösung angefärbt und auf jeweils vier Blättern wurden je 100 
Interaktionsstellen gezählt und den Kategorien Papille oder Haustorium (vlg. 
lichtmikroskopische Bilder, rechts) zugeordnet. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte  
mit Standardabweichungen im Diagramm dargestellt. Der Versuch wurde mit 
ähnlichen Ergebnissen wiederholt. 
 
Aufgabenentwicklung: 
Einsatz/Schwerpunkt/Methoden Um nun den Schülerinnen und Schülern 
(SuS) eine Einführung in die Thematik zu geben werden die Sachinformationen 
über den Echten Mehltau als Baustein 1 in Form einer material-gebundenen 
Aufgabe formuliert. M1 soll in einer angeleiteten Arbeit mit dem Internet die 
kritische Auswertung von z.T. uneindeutigem Informationsmaterial einüben. M2 
dient dem Übern von korrekter Fachsprache in einem bisher unbekannten 
biologischen Sachverhalt mithilfe einer Wortfeldliste der zu verwendenden 
Begiffe. 
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Titel der Aufgabe: Echter Mehltau an Getreidepflanzen- ein Pilz bedroht die 
Getreideernte? 
Themenbereiche: A) Zellbiologie oder B) Ökologie 
Basiskonzept/e: Struktur und Funktion; Reproduktion; Variabilität und 
Angepasstheit 
Lernvoraussetzungen: Basiskonzepte in der Biologie nach EPA (2004), 
Beziehungen zwischen Lebewesen verschiedener Arten (Symbiose, Parasitismus, 
Ektoparasiten) 
Anmerkungen: Die Abkürzung f.sp. = forma specialis weist daraufhin, dass 
morphologisch nicht zu unterscheidende Mehltau- Spezies der Getreide auf eine 
betimmt Getreidepflanze spezialisiert (z.B. Gerste) sind und andere Getreidearten 
nicht befallen können (z.B. Gersten- Mehltau befällt den Weizen nicht). 
 
Tabelle 3.10.2: Kompetenzerwerb/Anforderungsbereiche: Baustein 1 
Teilauf-
gabe 
Kompetenzbereiche; AFB 
F FK NK AK K R AFB 
1.1    AK1 K1  I 
1.2 F2 FK2, 
FK5 
  K2, 
K3 
 I 
1.3 F1      II 
1.4   NK3    II, 
III 
AFB= Anforderungsbereiche I (Reproduktion), II (Reorganisation), III (Transfer) 
Aufgabenstellung: 
 
1.1  Lesen Sie die Informationstexte in M1 auf den angegebenen Seiten im 
Internet über Echten Mehltau der Gerste bzw. des Weizens und stellen Sie 
die wichtigsten Merkmale in Form eines Steckbriefs (siehe Beispiel M1) dar. 
Stellen Sie Gemeinsamkeiten und Unterschiede beider Mehltauspezies 
heraus.  
1.2  Stellen Sie in einem zusammenhängenden Text unter Verwendung der 
Fachsprache den Lebenszyklus des Echte Mehltaus anschaulich dar, indem 
Sie die in M2 enthaltene Abbildung beschreiben und die angegebenen 
Fachwörter verwenden. Ordnen Sie diesen Sachverhalt einem Basiskonzept 
der Biologie zu und erläutern Sie ihre Zuordnung kurz.  
1.3  Erläutern Sie schriftlich anhand des Lebenszyklus und ihrer Vorkenntnis 
über Beziehungen zwischen Lebewesen verschiedener Arten, inwiefern die 
Lebensweise des Echten Mehltaus unter Parasitismus fällt. 
1.4 Beurteilen Sie anhand des Diagramms in M3, wann die Gefahr für eine 
Mehltauinfektion der Gerste im angegebenen Monat besonders hoch bzw. 
niedrig war. Stellen Sie eine Hypothese auf, was bei einer Veränderung des 
Klimas hin zu trockeneren und wärmeren Bedingungen bezüglich der 
Mehltauinfektionsgefahr zu erwarten sein könnte.  
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Die zugehörigen Arbeitsmaterialien und ein Erwartungshorizont sind in Anhang 
8.3.1 zu finden.  
3.10.2. Mikroskopische Untersuchung des Echten Mehltaus der 
Gerste (Baustein 2) 
In Baustein 2 werden die Anzucht von Versuchspflanzen und Echtem Mehltau, die 
Inokulationsmethode und eine mikroskopische Untersuchung des Mehltaus auf 
Gerstenblättern ebenfalls in Fom einer materialgebunden Aufgabe für den 
Unterricht aufbereitet.  
Im Vorfeld wurden dazu Gerstenpflanzen angezogen, mit Mehltau inokuliert und 
nach 48 Stunde Blätter für eine mikroskopische Untersuchung geerntet. 48 
Stunden nach Inokulation lassen sich die Interaktionsstellen auf den Blättern 
hauptsächlich zwei Kategorien zuordnen. Entweder ist es dem Pilz gelungen ein 
Haustorium in der Epidermiszelle zu etablieren, oder er wurde durch eine 
pflanzliche Zellwandapposition (Papille) am Eindringen in die Epidermiszelle 
gehindert. Lichtmiroskopische Bilder beider Kategorien wurden fotographiert und 
in Abbildung 3.10.2 dargestellt.  
 
 
Abbildung 3.10.2: Mikroskopische Aufnahmen der Interaktion von Gerste mit 
Echtem Mehltau (Bgh) 
Sieben Tage alte Gerstenpflanzen des Kultivar Ingrid wurden mit Konidien des Echten 
Mehltaus inokuliert und Blätter nach 48 Stunden in Entfärbe-Lösung geerntet.  
Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen der Interaktion von Gerste mit 
Echtem Mehltau nach Tinte/Essigsäure-Färbung; oben: in zwei Schärfeebenen, 
Konidie, die nach Auskeimen ein Haustorium ausgebildet hat; unten: in zwei 
Schärfeebenen, Konidie, die nach der Keimung durch eine Papille der Gerstenzelle 
abgewehrt wurde. 
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Aufgabenentwicklung: 
Einsatz/Schwerpunkt/Methoden: Erarbeitungsphase/ praktisches Arbeiten/ 
Untersuchungen mit dem Mikroskop  
Titel der Aufgabe: Mikroskopische Analyse einer Mehltauinfektion der Gerste 
Themenbereiche: A) Zellbiologie 
Basiskonzept(e): Struktur und Funktion; (Steuerung und Regelung) 
Lernvoraussetzungen: Erfahrung in der Herstellung von Mikroskopie-
Präparaten und im Umgang mit dem Mikroskop  
Anmerkungen: - 
 
Tabelle 3.10.3: Kompetenzerwerb/Anforderungsbereiche: Baustein 2  
Teilauf-
gabe 
Kompetenzbereiche; AFB 
F FK NK AK K R AFB 
1.1   NK1    III 
1.2  FK3     I 
1.3   NK8 AK5   I  
1.4   NK2  K1  I; II 
1.5 F1      III 
AFB= Anforderungsbereiche I (Reproduktion), II (Reorganisation), III (Transfer) 
Aufgabenstellung:  
 
1.1  Untersuchen Sie 48 Stunden nach Inokulation die Interaktion von Gerste 
mit Sporen des Gerstenmehltaus mikroskopisch (M1).  
1.2  Zeichen Sie eine typische Interaktionsstelle. Beschriften Sie Ihre 
Zeichnung, indem Sie die Abbildungen aus M2 mit ihrer Zeichnung 
vergleichen.  
1.3  Stellen Sie Ihre eigenen Mikroskopie-Ergebnisse grafisch dar und 
vergleichen Sie diese mit zwei Mitschülern. Um eine statistisch abgesicherte 
Aussage machen zu können, stellen sie zusätzlich die Ergebnisse von 
mehreren (mind. 4) Blättern (d.h. mehrerer Schülerinnen/Schüler) als 
Mittelwert mit Standardabweichung in einem zweiten Diagramm dar. Geben 
Sie dazu die Häufigkeiten der Interaktionskategorien prozentual an und nutzen 
Sie ein Tabellenkalkulationsprogramm.  
1.4  Beschreiben Sie die Ergebnisse und erläutern Sie, warum es notwendig ist, 
mehrere Blätter zu untersuchen und statistische Auswertungen vorzunehmen. 
1.5  Diskutieren Sie auf der Grundlage ihrer Ergebnisse die Beobachtung, dass 
verschiedene Gerstensorten unter den gleichen Wachstumsbedingungen 
unterschiedlich stark anfällig für Echten Mehltau sein können. 
Die zugehörigen Arbeitsmaterialien und ein Erwartungshorizont sind in Anhang 
8.3.2 zu finden. 
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3.10.3. Entwicklung eines 2D-Modelles der Lebensweisen von 
Pilzen in Interaktion mit Pflanzen (Baustein 3) 
In Abbildung 3.10.3 sind zweidimensionale Modelle von Pilzen in Interaktion mit 
pflanzlichen Zellen exmplarisch dargestellt. Die verwendenten Materialien können 
den SuS entwerder vorgegeben werden und sie bauen ein Modell nach ihrem 
Verständnis zusammen oder sie entwickeln die Bestandteile zuvor selber.  
 
 
Abbildung 3.10.3: Lebensweisen von Pilzen in Interaktion mit Pflanzen im 
2D-Modell 
A) biotrophe Lebensweise des Echten Mehltau Pilzes; B) hemibiotrophe Lebensweise 
des Reisbrandpilzes Magnaporthe oryzae und C) symbiotische Lebensweise in Form 
von arbuskulärer Mykorrhiza, Gigasora gigantea an Wurzel von Medicago truncatula.  
Dargestellt sind verschiedene Entwicklungsstadien von unterschiedlichen Pilzen in 
Interaktion mit pflanzlichen Zellen. A und B Epidermiszellen von Blättern und z.t. 
Mesophyllzellen; in C) Wurzelzellen. 
Auf Jakkodur®-Platten wurden pflanzliche Zellen aufgezeichnet. Wolle symbolisiert die 
Plasmamembran; aus Pappe wurden einzelne pilzliche Strukturen wie Sporen, 
Keimschläuche, Hyphen etc gefertigt und mit Stecknadeln befestigt;pflanzliche 
Papillen (schwarz bzw. grau); Aggregationenen des Zellplasmas (grün); Zellkerne 
(rot) 
 
 
Aufgabenentwicklung: 
Einsatz/Schwerpunkt/Methode: Vertiefungsphase zur intensiveren Ausein-
andersetzung mit mikroskopischen Bildern/ Entwicklung von Modellvorstellungen/ 
arbeitsteilige Gruppenarbeit mit anschließender Präsentation 
Titel der Aufgabe:  Lebensweisen von Pilzen - Parasitismus und Symbiose 
Themenbereiche: A) Zellbiologie, B) Ökologie  
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Basiskonzepte: Struktur und Funktion; (Information und Kommunikation) 
Lernvorrausstzungen: Baustein 1, Symbiose/ Parasitismus, Bau von 
Pflanzenzellen, Plasmamembran, Bau von Wurzel-/ Blattgewebe  
Anmerkungen: Da Mykorrhiza-Pilze (Teil c) eine sehr komplexe Interaktion mit 
der Pflanze eingehen, eignet sich dieser Aufgabenteil für leistungsstarke SuS, und 
damit ergibt sich eine Möglichkeit der Binnendifferenzierung. 
Tabelle 3.10.4: Kompetenzerwerb/Anforderungsbereiche: Baustein 3 
Teilauf-
gabe 
Kompetenzbereiche; AFB 
F FK NK AK K R AFB 
1.1    AK1 
AK3 
  I 
1.2  FK8     I,II 
1.3     K1 
K3 
 II 
AFB= Anforderungsbereiche I (Reproduktion), II (Reorganisation), III (Transfer) 
 
Aufgabenstellung:  
 
1.1  Informieren Sie sich über die unterschiedlichen Lebensweisen und die 
damit verbundenen Entwicklungen der Pilze in Interaktion mit der jeweiligen 
Pflanze (M1), indem Sie die Kernaussagen der einzelnen Sinnabschnitte 
zusammen-stellen und die Schlüsselworte angeben. 
1.2 Stellen Sie aus dem zur Verfügung stehenden Materialien (M2) die 
Infektion einer Zelle durch einen der dargestellten Pilze ihrer Wahl in einem 
2D-Model dar. Da es sich um ein dynamisches Modell handelt, können Sie 
einen Zeitpunkt nach Infektion frei auswählen.  
1.3 Erläutern Sie ihr Modell in Form eines Kurzvortrags, indem Sie Ihre Notizen 
(Kernaussagen, Schlüsselwörter) nutzen.  
Die zugehörigen Arbeitsmaterialien und ein Erwartungshorizont sind in Anhang 
8.3.3 zu finden.  
 
 
3.10.4. Das Appressorium - ein Funktionsmodell für osmotische 
Vorgänge (Baustein 4) 
Aus alltäglichen Materialien wurde das in Abbildung 3.10.4 gezeigt Modell eines 
Appressoriums gebaut und erprobt. Es zeigte sich dabei, dass von allen 
getesteten Folien als dehnbare Folie eine locker aufgelegte Schicht aus 
Frischhaltefolie oder eines Präservativs am besten geeignet ist. 
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Abbildung 3.10.4: Das pilzliche Appressorium A) Schema und B) Modell  
Dargestellt ist A) eine schematisch Übersicht einer ausgekeimten Sporen von M. 
oryzae mit Keimschauch und Appressorium (verändert nach Talbot, 1995) und B) ein 
Modell des pilzlichen Appressoriums als Schema (links) und als Funktionsmodell 
(rechts). Das Funktionsmodell wurde aus folgendem Material erstellt: 1 leeres 
Brausetabletten-Röhrchen, 1 dünne Plexiglasplatte (3-5 mm) in 4 Stücke 10 x 10 cm 
schneiden; Säge, Bohrmaschine, 8 Schrauben mit Muttern und kleinen 
Gummidichtungsringen (3/8“ x 8 mm, als Abstandhalter); vier große Dichtungsringe 
(1 1/4"), Heißklebepistole, Patex, semipermeable Membran (z.B. Dialyseschlauch), 
dehnbare Folie (Präservativ oder Frischhaltefolie), Kochsalzlösung (gesättigt), dest. 
Wasser (oder Leitungswasser). 
 
 
Aufgabenentwicklung 
Einsatz/Schwerpunkt/Methoden: Sicherungsphase oder Vertiefungsphase 
nachdem das Prinzip Osmose eingeführt wurde/ Modellbildung und –kritik/ 
Partnerarbeit  
Titel der Aufgabe: Das pilzliche Appressorium – ein Funktionsmodell für 
osmotische Vorgänge 
Themenbereiche: A) Zellbiologie, Physiologie 
Basiskonzepte: Struktur und Funktion 
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Lernvoraussetzungen: osmotische Vorgänge, Bau von Zellen, Spezialisierung 
von Zellen  
Anmerkungen: Das Modell kann auch zur Zeitersparnis als 
Demonstrationsmodell von der Lehrkraft erstellt und vorgeführt werden.  
 
Tabelle 3.10.5: Kompetenzerwerb/Anforderungsbereiche: Baustein 4 
Teilauf-
gabe 
Kompetenzbereiche; AFB 
F FK NK AK K R AFB 
1.1 F1  
F2 
  AK1 K1 
K3 
 I, II 
1.2  FK8 NK6    III 
1.3   NK5    III 
AFB= Anforderungsbereiche I (Reproduktion), II (Reorganisation), III (Transfer) 
 
Aufgabenstellung: 
 
1.1  Skizzieren Sie den Aufbau eines Appressoriums und beschreiben Sie in 
einem zusammenhängenden Text unter Verwendung der Fachsprache den 
Aufbau und die Funktion eines Appressoriums (M1). Ordnen Sie diesen 
Sachverhalt einem Basiskonzept der Biologie zu und begründen Sie Ihre 
Zuordnung.  
1.2  Ordnen Sie den Bestandteilen des Modells die entsprechenden Strukturen 
des Appressoriums zu (M2) und analysieren Sie, inwieweit das Modell das 
reale Objekt repräsentiert.  
1.3  Überprüfen Sie die Funktionsweise eines Appressoriums, indem Sie ein 
Funktionsmodell für das Appressorium zur Durchführung eines 
Modellversuchs nutzen (M2).  
 
Die zugehörigen Arbeitsmaterialien und ein Erwartungshorizont sind in Anhang 
8.3.4 zu finden.  
 
 
3.10.5. Einfluss von Abscisinsäure auf die Gerste/Echter 
Mehltau Interaktion (Baustein 5) 
Da in dieser Arbeit der Einfluss von Abscisinsäure auf die Interaktion der Gerste 
mit Pilzen der Gattung Magnaporthe untersucht wurde, wurde dieses 
Forschungsinteresse für die SuS aufbereitet. Dazu wurden zunächst analoge 
Versuche mit Gerste und Echtem Mehltau nach ABA-Behandlung durchgeführt. 
Die Ergebnisse eines Versuchs sind in Abb. 3.10.5 zusammengestellt.  
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Abbildung 3.10.5: Befallsstärke auf Blattsegmenten des Gerstenkultivars Ingrid 
nach Abscisinsäure-Behandlung und Inokulation mit Sporen von Echtem 
Mehltau (Blumeria graminis f.sp. hordei).  
Primärblätter des Gerstenkultivars Ingrid wurden sieben Tage nach Aussaat mit 
Abscisinsäure-Lösung (20 μM) bzw. mock-Lösung (ohne ABA) besprüht und nach einer 
Stunde mit Sporen von Blumeria graminis f.sp. hordei Isolat inokuliert. Fünf Tage nach 
Inokulation wurden repräsentative Blätter (ohne Spitze) zur Dokumentation der 
Befallsstärke fotografiert (A), die durchschnittliche Anzahl der Pusteln pro cm Blattlänge 
ermittelt und als Mittelwert von mind. fünf Blattstücken im Diagramm (c) dargestellt. Die 
Fehlerbalken geben die Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante 
Unterschiede zwischen mock- und ABA-Behandlung (t-test mit p<0,05) sind mit * 
gekennzeichnet. In Abbildungsteil B) ist zusätzlich das Ergebnis einer vergleichenden 
mikroskopischen Untersuchung 48 h.p.i. dargestellt. Dazu wurden von beiden 
Behandlungen jeweils vier Blätter mit je 100 Interaktionsstellen untersucht und die  
Häufigkeiten der Kategorien Papille/Haustorium als Mittelwert mit Standardabweichung 
im Diagramm angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen mock- und ABA-
Behandlung (t-test mit p<0,05) sind für jede Kategorie einzeln bestimmt worden und mit 
Buchstaben gekennzeichnet. Der Versuch wurde wiederholt.  
 
 
Aufgabenentwicklung 
Einsatz/Schwerpunkt/Methoden: Erarbeitungsphase im Unterricht/ 
Erschließen von Informationsquellen/Umgang mit Mind-Map und allgemein 
Auswertung von Diagrammen 
Titel der Aufgabe: Abscisinsäure gegen Echten Mehltau? 
Themenbereiche: A) Zellbiologie 
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Basiskonzepte: Struktur und Funktion 
Lernvoraussetzungen: Baustein 1  
Anmerkungen: Diese Aufgabe kann im Unterricht eingesetzt werden, wenn 
neben Hormonen des Menschen die Betrachtung auf Pflanzen augeweitet werden 
möchte.  
 
Tabelle 3.10.6: Kompetenzerwerb/Anforderungsbereiche: Baustein 5  
Teilauf-
gabe 
Kompetenzbereiche; AFB 
F FK NK AK K R AFB 
1.1 F3   AK1 
AK5 
K4  I,II 
1.2    AK1 K1  I 
1.3      R1 III 
AFB= Anforderungsbereiche I (Reproduktion), II (Reorganisation), III (Transfer 
 
Aufgabenstellung:  
1.1 Erstellen Sie eine Mind-Map über die Abscisinsäure, indem Sie im Internet 
recherchieren (z.B. bei google „Abscisinsäure“ eingeben) und sich an den 
Vorgaben in M1 orientieren. 
1.2  Beschreiben Sie die durchgeführten Experimente und deren Ergebnisse 
möglichst kurz und präzise in einem zusammenhängenden Text.  
1.3  Nehmen Sie Stellung zu der Überlegung einer Forschungspraktikantin, 
Gerstensorten mit einem höheren ABA-Gehalt als konventionelle Sorten zu 
züchten und diese auf dem Feld anzubauen. 
Die zugehörigen Arbeitsmaterialien und ein Erwartungshorizont sind in Anhang 
8.3.5 zu finden.  
 
3.10.6. Schulexperiment zur „Untersuchung der Peroxidase-
Enzymaktivität in Gerstenpflanzen“ (Baustein 6)  
In der Interaktion von Gerste mit Magnaporthe wurde die Aktivität von 
Peroxidase-Enzymen untersucht. Da für die Schule das Gerste-Mehltausystem 
genutzt wird, wurde zunächst auch in der Gerste-Mehltau Interaktion die POX-
Aktivität mit Guajacol als Substrat bestimmt. Dies geschah in Form einer 
Facharbeit eines Schülers (Schulz Max, 2009). Basierend auf seinen Ergebnissen 
(Abb.3.10.6) und der verwendeten Labormethode (Kap. 2.7) wurde im Anschluß 
ein Schulversuch entwickelt (Kap. 2.14.6). Ergebnisse eines Schulversuchs bei 
dem eine optische Auswertung anstelle der Labormethode angewendet wurde, 
sind in Abb.3.10.7 und 3.10.8 dargestellt.  
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Abbildung 3.10.6: Infektionsphänotyp sechs Tage nach Inokulation (oben) 
und spezifische Peroxidase-Aktivität (unten) in Primärblättern von 
IngridMlo und BCIngridmlo5 nach Kontroll-Behandlung bzw. Inokulation 
mit Echtem Mehltau (Bgh); (verändert nach Max Schulz, 2009) 
Primärblätter der Gerste IngridMlo und BCIngridmlo5 wurden sieben Tage nach 
Aussaat entweder mit Sporen des Echten Mehltaus Blumeria graminis f.sp. hordei 
(Bgh) inokuliert oder einer Kontroll-Behandlung (ohne Sporen) unterzogen. Sechs 
Tage nach Inokulation wurden fünf repräsentative Blätter je Behandlung und Genotyp 
fotographiert. Außerdem wurde eine Zeitreihe geerntet um Peroxidasen aus den 
Blättern zu isolieren und eine Aktivitätsmessung durchführen zu können. Zu den im 
Diagramm angegebenen Zeitpunkten wurden je 3 Parallelproben pro Behandlung 
bestehend aus jeweils zwei Blättern geerntet. Aus den Proben wurden Enzyme 
extrahiert und eine Aktivitätsmessung von Peroxidaen mit Guajacol als Substrat  
photometrisch bei 470 nm durchgeführt. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der 
spezifischen Enzymaktivitäten (nKatal pro mg Protein) und jeder Datenpunkt zeigt 
den Mittelwert aus drei Proben mit Standardabweichung.  
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Abbildung 3.10.7: Peroxidase-Aktivität in Primärblättern von IngridMlo und 
BCIngridmlo5 nach Kontroll-Behandlung bzw. Inokulation mit Echtem 
Mehltau (Bgh)  
 
Im Reaktionsgemisch sind je 100 μl Enzymextrakt einer Probe pro angegebenem 
Zeitpunkt, 2,7 mL Natriumphosphatpuffer (50 mmol; pH 5,2) und je 100 μl 0,1%ige 
H2O2-Lösung und 0,1%ige Guajacol-Lösung enthalten. Als Produkt der enzymatischen 
Reaktion entsteht das braun gefärbte Tetra-Guajacol. Die Proben wurden nach 10 
minütiger Inkubationszeit bei RT fotographiert.  
 
 
Um die Vergleichbarkeit von „Labormethode“ und „Schulmethode“ zu überprüfen, 
wurde von den einzelen Gerstenblattextrakten die Absoprtionsänderung/Minute 
am Spektralphotometer bestimmt (Abb. 3.10.8 A), diese in die Enzymaktivität in 
nKatal umgerechnet (Abb.3.10.8 B) und nach Bestimmung des Proteingehalts der 
Proben, die Enzymaktivität auf den Proteingehalt normiert (Abb. 3.10.8 C). 
Papallel wurden dieselben Proben zur Quantifizierung der braun-Färbung bzw. des 
POX-Gehalts mit einer Farbskala (Kap. 2.14.6) verglichen und als abgeschätzter 
Enzymgehalt ebenfalls graphisch dargestellt (Abb. 3.10.8 D/E).  
 
Aufgabenentwicklung 
Einsatz/Schwerpunkt/Methode: Erarbeitungssphase/praktisches Arbeiten/ 
Schülerversuch in Gruppenarbeit 
Titel der Aufgabe: Gerste gegen Mehltau - Pflanzen wappnen sich gegen 
Krankheitserreger 
Themenbereich: A) Molekulare Steuerung von Stoffwechsel: Enzymatik 
Basiskonzepte: Struktur und Funktion (Kompartimentierung) 
Lernvorrausstzungen: Bau und Funktion von Enzymen, Reaktionsbedingungen 
Anmerkungen: Unter der Frage „ Wie wehren sich Pflanzen gegen 
Krankheitserreger?“ ist diese Aufgabe in Unterricht Biologie 362, 2011 bereits 
veröffentlicht.  
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Abbildung 3.10.8: Vergleich der Enymaktivitätsbestimmung mittels 
Spektralphotometer (A-C) und Abschätzung mittels optischem Verfahren 
(D,E)  
Im Reaktionsgemisch sind je 100 μl Enzymextrakt einer Probe IngridMl pro angegebenen 
Zeitpunkt, 2,7 mL Natriumphosphatpuffer (50 mmol; pH 5,2) und je 100 μl 0,1%ige 
H2O2-Lösung und 0,1%ige Guajacol-Lösung enthalten. A) Absorptionsänderung pro 
Minute bei 470 nm gemessen; B) Umrechnug in Enzymaktivität nKatal; C) spezifische 
Peroxidase Aktivität nKatal/mg Protein; D) braune Färbung der Proben nach 10 Minuten; 
E) abgeschätzte Enzymmenge nach Vergleich mit Farbskala oder Vergleichsreihe  
 
 
Tabelle 3.10.7: Kompetenzerwerb/Anforderungsbereiche: Baustein 6 
Teilauf-
gabe 
Kompetenzbereiche; AFB 
F FK NK AK K R AFB 
1.1   NK3 
NK8 
   III 
1.2   NK1 AK5 K1   II, 
III 
1.3      R7 III 
AFB= Anforderungsbereiche I (Reproduktion), II (Reorganisation), III (Transfer) 
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Aufgabenstellung:  
 
1.1  Stellen Sie eine Hypothese auf, wie sich die Peroxidase-Enzymaktivität in 
mit Mehltau befallenen Pflanzen im Vergleich zu gleichaltrigen, gesunden 
Pflanzen ändert (M1). 
1.2  Prüfen Sie Ihre Hypothese, indem Sie einen Versuch planen, nach 
Absprache mit der Lehrkraft durchführen und auswerten. 
1.3  Erörtern Sie, inwiefern die gewonnenen Erkenntnisse für den 
Pflanzenschutz von Interesse sein könnten. 
Die zugehörigen Arbeitsmaterialien und ein Erwartungshorizont sind in Anhang 
8.3.6 zu finden.  
 
Erprobung des Schulversuchs mit Schülern im Unterricht eines 
Gymnasiums  
Im Rahmen dieser Arbeit war es möglich den Schulversuch an einem Gymnasium 
unter realen Bedingungen an einem Vormittag innerhalb von 3 Schulstunden mit 
SuS der gymnasialen Oberstufe durchzuführen. Eine anschließende Evaluation 
mittels Fragebögen (s. Abb. 3.10.9) lieferte erste Einschätzungen darüber, in 
wieweit die SuS diesen Versuch zum Thema Enzymatik als für sie sinnvolles 
Anwendungsbeispiel erlebten. Die SchülerInnen konnten außerdem äußern, was 
ihnen an dem vorgestellten Experiment zur „Untersuchung der Peroxidase-
Enzymaktivität in Gerstenpflanzen“ besonders gut bzw. nicht gefallen hat.  
Einige betonten, dass es umfangreich und interessant war. Sie lobten, dass zuvor 
gegebene Informationen angewendet werden konnten. Außerdem hat ihnen das 
überwiegend selbstständige praktische Arbeiten besonders gut gefallen und dass 
so eine gute Anwendung des zuvor besprochenen Themas möglich war. Manche 
SuS sagten, dass der anfängliche Frontalunterricht zunächst ermüdend gewesen 
sei und es zu viele Detailinformationen vor dem Experiment gegeben habe, die 
man nicht alle brauchte und behalten konnte. Eine andere Aufteilung der Gruppen 
und eine andere Auswertung der Versuchsergebnisse wurden gewünscht. Es 
wurde kritisiert, dass das Experiment sehr lange gedauert habe und die 
Wassserstrahlpumpen zum Teil nicht funktioniert hätten. Letzteres hat dazu 
beigetragen, dass das Filtrien bei manchen Gruppen länger gedauert hatte, als 
geplant. Ingesamt haben die SuS den Schwierigkeitsgrad als mittel eingeschätzt 
und eine Gesamtnote zwischen gut und befriedigend gegeben, was darauf 
hindeutet, dass der Versuch auf Interesse seitens der SuS stößt und ihnen Neues 
in verständlicher Form vermitteln kann. 
 
ERGEBNISSE 
 178 
 
 
Abbildung 3.10.9: Auswertung der Fragebögen zur Erprobung des 
Schulversuchs im Schulunterricht in einem Biologiekurs der 
Jahrgangsstufe EF (2. Halbjahr) 
Der Kurs umfasst 15 Personen (ein Drittel männlich und zwei drittel weiblich).  
A) Fragen zur theoretischen Einführung (Lehrervortrag mit Lehrer-Schüler-Gespräch) 
Frage 1: Ich habe einen guten Einblick in das Thema bekommen 
Frage 2: Der Inhalt wurde klar und verständlich erklärt 
Frage 3: Ich habe für mich Neues erfahren 
Frage 4: Ich konnte meine Kenntnisse über Enzyme aus dem Unterricht einbringen 
und anwenden;  
B) Fragen zum Schulversuch (praktischer Teil):  
Frage 5: Das Experiment ist für SchülerInnen von Interesse 
Frage 6: Das Experiment sollte in den Schulunterricht integriert werden.  
Frage 7: Die Experimentieranleitung war verständlich.  
Frage 8: das Experiment gibt einen Einblick in die Arbeit eines Phytopathologen 
C) Frage nach dem Schwierigkeitsgrad des Schulversuchs und  
D) Gesamtnote für den Versuch (inkl. thematischer Einführung)
ERGEBNISSE 
 179 
3.10.7. Die Gerste/Echter Mehltau Interaktion als Beispiel für 
Evolution und Genetik (Baustein 7)  
Der Baustein 7 wurde auf Grundlage der Ergebnisse der Versuche zur 
Differenzierung von Pilzen auf Blattoberflächen in Kapitel 3.9 erstellt und bietet 
den SuS eine Möglichkeit, die Vorgehensweise von Wissenschaftlern 
nachzuvollziehen, die die Entwicklung von Pilzen auf Blattoberflächen von 
Pflanzen mit verschiedenen Genotypen untersucht haben.  
 
Titel der Aufgabe: Entwicklung und Differenzierung des Echten Mehltaus auf der 
Gerstenblatt-Oberfläche 
Themenbereiche: A) Zellbiologie 
Basiskonzept/e: Struktur und Funktion; Variabilität und Angepasstheit; 
Geschichte und Verwandtschaft 
Lernvoraussetzungen: Lebenszyklus von Mehltau (Baustein 1), Mikroskopie, 
Informationsfluss in der Zelle, Genbegriff, Mutation 
Anmerkungen: Die Aufgabe liegt in zwei unterschiedlichen Varianten vor. 
Variante 2 kann in Lerngruppen eingesetzt werden, wenn die Kompetenzen NK2 
und NK8 zusätzlich gefördert werden sollen.  
 
 
Aufgabenstellung: 
Variante 1 
1.1 Beschreiben Sie die einzelnen Entwicklungsstadien des Echten Mehltaus, 
die 16 Stunden nach Inokulation auf Gerstenblättern im 
lichtmikroskopischen Bild beobachtet werden können (M1) in der 
Reihenfolge ihres natürlichen Auftretens. 
1.2 Stellen Sie unter Verwendung der Fachsprache Ziel und Vorgehensweise 
der Forscher im beschriebenen Versuch dar (M2a). 
1.3 Beschreiben Sie die Ergebnisse des Versuchs (M2a, Abbildung 1) in einem 
zusammenhängenden Text. 
1.4 Beurteilen Sie auf Grundlage der hier dargestellten Versuchsergebnisse, ob 
die mlo-Mutation einen Einfluss auf die Keimung und Entwicklung von 
Konidien des Echten Mehltaus hat.  
1.5 Beurteilen Sie, ob ein Einfluss der emr1 Mutation auf die Keimung und 
Entwicklung von Konidien des Echten Mehltaus festgestellt werden kann? 
1.6 Stellen Sie eine Hypothese auf, wie sich die emr1-Mutation der Pflanze auf 
molekularer Ebene auf die Keimung und Entwicklung von Konidien des 
Echten Mehltaus auswirken könnte (M3). Entwickeln Sie einen 
Versuchsansatz, der zur Überprüfung der Hypothese genutzt werden kann. 
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Tabelle 3.10.8: Kompetenzerwerb/Anforderungsbereiche: Baustein 7  
Variante 
1: 
Teilauf-
gabe 
Kompetenzbereiche; AFB 
F FK NK AK K R AFB 
1.1 FK2    K1, 
K3 
 I 
1.2    AK1 K2,K3  I 
1.3  FK2   K2,K3  I 
1.4   NK1    II 
1.5   NK1    II 
1.6   NK3 
NK1 
AK2   III 
 
Variante 
2: 
Teilauf-
gabe 
Kompetenzbereiche; AFB 
F FK NK AK K R AFB 
1.1 FK2    K1, 
K3 
 I 
1.2    AK1 K2,K3  I 
1.3   NK2 
NK8 
   I 
1.4  FK2   K2, 
K3 
 I 
1.5   NK1    II 
1.6   NK1    II 
1.7   NK3 
NK1 
AK2   III 
AFB= Anforderungsbereiche I (Reproduktion), II (Reorganisation), III (Transfer) 
 
Variante 2 
1.1  Beschreiben Sie die einzelnen Entwicklungsstadien des Echten Mehltaus, 
die 16 Stunden nach Inokulation auf Gerstenblättern im lichtmikroskopischen 
Bild beobachtet werden können (M1) in der Reihenfolge ihres natürlichen 
Auftretens.  
1.2  Stellen Sie unter Verwendung der Fachsprache Ziel und Vorgehensweise 
der Forscher im beschriebenen Versuch dar (M2b). 
1.3  Stellen sie die Rohdaten aus Tabelle 1 graphisch dar. Dazu müssen sie 
zuerst die prozentualen Werte berechnen (Warum?). Stellen Sie die 
Mittelwerte und die Standardabweichung in einem Säulendiagramm dar. 
Nutzen Sie dazu ein Computerprogramm, z.B. excel. 
1.4  Beschreiben Sie die Ergebnisse des Versuchs (erstelltes Diagramm) in 
einem zusammen-hängenden Text. 
1.5  Beurteilen Sie auf Grundlage der hier dargestellten Versuchsergebnisse, ob 
die mlo-Mutation einen Einfluss auf die Keimung und Entwicklung von Konidien 
des Echten Mehltaus hat. 
1.6  Beurteilen Sie, ob ein Einfluss der emr1 Mutation auf die Keimung und 
Entwicklung von Konidien des Echten Mehltaus  festgestellt werden kann? 
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1.7  Stellen Sie eine Hypothese auf, auf welche Weise sich die emr1-Mutation 
der Pflanze auf die Keimung und Entwicklung von Konidien des Echten 
Mehltaus auswirken könnte (M3). Beschreiben  Sie einen Versuchsansatz, 
der zur Überprüfung der Hypothese genutzt werden kann. 
Die zugehörigen Arbeitsmaterialien und ein Erwartungshorizonte sind in Anhang 
8.3.7 zu finden.  
 
3.10.8. Etablierung einer Schüleruniversität im Fach Biologie 
Die fachlichen Ergebnisse, welche die SuS im Verlauf eines Experimentiertages im 
Bereich der Pflanzenphysiologie erarbeiten sollen, werden im Folgenden 
beschrieben. Nachdem die SuS Plasmide aus Baktereien isoliert und einen Teil der 
Plasmide mit einem Restriktionsenzym behandelt haben, führen sie eine 
Gelelektrophorese zur Auftrennung der DNA-Fragmente durch (Abbildung 
3.10.10). Ungeschnittene Plasmide zeigen nach der Auftrennung zwei Banden im 
Gel (z.B. 1. Spur neben dem Größenmarker), wobei eine stärker ist und im 
Vergleich mit dem DNA-Größenmarker in etwa der Größe des Vektors entspricht. 
Da der Vektor nicht geschnitten wurde, bildet er Sekundärstrukturen, die in 
einem Agarosegel weniger weit im Gel wandern und als schwächere Bande 
sichtbar werden. Das Restriktionsenzym schneidet den Vektor an zwei Stellen, 
sodass ein Fragment bestimmter Größe ausgeschnitten wird und zwei Banden 
unterschiedlicher Intensität im Gelbild erkennbar werden (z.B. 2. Spur neben dem 
Größenmarker). Eine Bande hat die Größe des leeren Vektors und die zweite die 
Größe des zuvor eingefügten Fragments.  
 
 
 
Abbildung 3.10.10: Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragmenten 
nach einem Restriktionsverdau der isolierten Plasmide (links: DNA-
Größenmarker) 
Nach Isolation der Plasmide und einem Restriktionsverdau mit dem Enzym EcoRI 
tragen 5 Schüler-Gruppen jeweils zuerst einen Ansatz mit nichtgeschnitten und 
geschnittenem Plasmid auf das Agarosegel auf.  
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Um den SuS eine Methode zur Transformation näher zu bringen, führen sie 
Plasmide, die ein Fremdgen tragen, in chemisch kompetente Bakterien ein.  Bei 
der Auswertung stellen sie fest, dass nur Bakterien, die ein Plasmid  
aufgenommen haben gegen das im Nährmedium enthaltene Antibiotikum 
resistent sind, da auf dem Plasmid neben dem Fremdgen außerdem ein Gen zur 
Antibiotikumsresistenz vorhanden ist (Abbildung 3.10.11).  
 
 
 
Abbildung 3.10.11: Transformation von E.coli DH5α-Zellen 
Nach Isolation von Plasmiden werden diese in chemisch kompetente E.coli DH5α-
Zellen transformiert und  25 bzw. 50µl der Bakteriensuspension auf LB-Amp-Platten 
ausgestrichen (T1a, T1b). Als Kontrolle dient Platte T2, auf der ein Bakterienansatz 
ausgestrichen wurde, der statt mit Plasmid-Lösung mit sterilem Wasser behandelt 
wurde. Alle Platten wurden über Nacht bei 37°C inkubiert.  
 
 
Evaluation des Versuchsprogramms  
Eine Evaluation des Versuchsprogramms (Abb. 3.10.12) ergab, dass die SuS der 
Meinung waren, dass sie einen guten Einblick in die Thematik (als grüne 
Biotechnologie bezeichnet) bekommen haben und die Inhalte klar und veständlich 
erklärt wurden. Etwa 80% der SuS beurteilten den Anteil an praktischen Übungen 
als angemessen, wobei sie die Wartezeiten z.B. bei Zentrifugationsschritten auch 
gerne mit praktischer Tätigkeit ausgefüllt hätten. Die Gruppengröße von 2 SuS 
wurde als angemessen empfunden und führte dazu dass alle SuS praktisch 
Arbeiten konnten. Die SuS waren der Meinung, dass sie auftretende Fragen 
jederzeit stellen konnten und es ausreichend Zeit für Diskussionen gab. Der 
Schwierigkeitsgrad wurde von etwa der Hälfte der SuS als mittel eingestuft, 
wobei es auch SuS gab die ihn als niedrig oder hoch einschätzen. Dies deutet 
darauf hin, dass SuS i.d.R. ihr Vorwissen mit den neuen Inhalten in Verbindung 
bringen konnten und der neue Stoff verständlich vorgetragen wurde. Alle SuS 
gaben der Veranstaltung eine Gesamtnote zwischen 1 und 2. 
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Frage 1: Die Grüne Biotech. hat 
meinen thematischen/inhaltl. 
Erwartungen entsprochen  
Frage 2: Ich habe einen guten 
Einblick in das Thema bekommen 
Frage 3: Ich habe viel gelernt.  
Frage 4: Ich hatte mich schon 
vorher mit der Grünen 
Biotechnologie beschäftigt.   
Frage 5: Der Inhalt wurde klar 
und verständlich erklärt. 
Frage 6: Die praktischen 
Übungen hatten einen angemes-
senen Umfang. 
 
Frage 7: Die Gruppengröße war 
angemessen.  
Frage 8: Ich konnte Fragen und 
Kommentare frei äußern. 
Frage 9: Die Betreuer waren 
fachkompetent. 
Frage 10: Sie trugen den Stoff 
verständlich vor. 
Frage 11: Sie gingen aus-
reichend auf Fragen ein. 
Frage 12: Es gab ausreichnd 
Zeit für Diskussion. 
 
 
(20 Teilnehmer; 70% weiblich 
und 30% männlich, Jahr 2010)  
 
Abbildung 3.10.12: Auswertung der Fragebögen zur Evaluation der 
Schüleruniversität für das Versuchsprogramm der Pflanzenphysiologie  
 
3.11. Vorschlag für eine Unterrichtseinheit 
Aus den sieben beschriebenen Bausteinen lassen sich verschiedene 
Unterrichtseinheiten erstellen, je nach Jahrgangstufe und Vorwissen, praktischer 
Ausrichtung und Kompetenzen die vertieft werden sollen. In der Tabelle 3.11.1 
wird ein Vorschlag gemacht, der in der angegebenen Reihenfolge mit dem 
Schwerpunkt Enzymatik durchgeührt werden kann. Dabei können in einem neuen 
Kontext „Pflanzenkrankheiten-Echter Mehltau befällt Gerste“ Anwendungsbezüge 
von schulischem Wissen, z.B. über Bau von Pflanzenzellen oder Enzymen, 
geschaffen werden und verschiedene Arbeitstechniken (Mikroskopieren/ 
Bestimmung der Enzxmaktiviät) am selben Untersuchungsobjekt kombiniert 
werden. Gleichzeitig erhalten die SuS einen Einblick in die Arbeitswelt eines 
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Phytopathologen, der verschiedene Methoden kombiniert, um Planzenkrankheiten 
zu untersuchen.  
 
Kontext: Pflanzenkrankheiten – Echter Mehltau befällt Gerste und bedroht die 
Getreideernte 
Jahrgangsstufe:EF 
Leitthema: Physiolgie: Struktur-Funktion-Wechselwirkung 
Basiskonzept: Struktur und Funktion 
Lernvoraussetzngen: Gebrauch des Mikroskops, Enzyme als Katalysatoren  
 
Tabelle 3.11.1: Vorschlag für eine Unterrichtseinheit  
Bausteine mögliche Inhalte 
Baustein 1 
Einführung der Thematik Mehltau-Gerste/ Inokulation 
vorgezogener Gerstepflanzen (1 Doppelstunde) 
 
Baustein 2 
Mikroskopie/ Vorbereitungen für Baustein 6 (1 
Doppelstunde) 
 
Baustein 3 
Modellbildung (1 Doppelstunde) 
 
Baustein 6 
Schülerversuch: Extraktion von Peroxidase-Enzymen und 
Aktivitätsmessungen (Gruppenarbeit 1 Doppelstunde); 
Einzelstunde (Nachbereitung) 
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4. Diskussion 
In Gerste (Hordeum vulgare L.) wurden die Wirt-Interaktion und die Nichtwirt 
(NW)-Interaktion mit Pilzen der Gattung Magnaporthe im Hinblick auf eine 
Beteiligung von ausgewählten Phytohormonen und Hordatinen an der 
Resistenzausbildung vergleichend untersucht. Für die Versuche wurden 
hauptsächlich das Isolat TH6772 als kompatibles Magnaporthe-Isolat und CD180 
als NW- Magnaporthe-Isolat verwendet (Jarosch et al. 1999, 2003, 2005; Jansen 
et al. 2007; Zellerhoff et al. 2006; Zellerhoff 2009). Beide Isolate gehören zu 
verschiedenen Magnaporthe-Arten (Zellerhoff et al. 2006). 
 
4.1. Exogene Hormonapplikationen in der Gerste/Magnaporthe-
Interaktion  
In einem ersten Versuch wurden sieben Tage alte Gerstenpflanzen der Sorte 
IngridMlo mit verschiedenen Hormonlösungen (NaSA; ACC; IAA; GA3; ABA) 
behandelt und inokuliert. Makroskopisch wurde die Nichtwirt-Resistenz der Gerste 
durch exogene Applikation der getesteten Hormone nicht gebrochen, während in 
der Wirt-Interaktion die Applikation von ABA zu verstärkter Anfälligkeit führte 
(Abbildung 3.1.1). 
Um die Abwehrreaktion der Gerste zu quantifizieren, wurde zusätzlich zu 
makroskopischen Analysen histologisch die Akkumulation von phenolischen 
Substanzen, die bei Pathogenbefall teilweise in lokale Zellwandappositionen oder 
in Zellwände von Epidermis- und Mesophyllzellen eingelagert werden (Kunoh et 
al. 1985; Mayama et al. 1978; Koga et al. 1988), mittels Auflichtfluoreszenz 
untersucht.  
Dabei stellte sich heraus, dass in der Wirtinteraktion von IngridMlo nach mock-
Behandlung ein großer Teil der Penetrationsversuche des Pilzes TH6772 mit einer 
Fluoreszenz unter Appressorien (70%) korreliert, was auf die Bildung von Papillen 
hindeuted. In den Fällen, wo der Pilz die Epidermiszellen erfolgreich penetrieren 
konnte (insgesamt 30% der Interaktionsstellen) wurden nur wenige 
Interaktionsstellen mit Hyphen in Epidermiszellen ohne Fluoreszenz beobachtet, 
während an 15% der Interaktionsstellen die Epidermiszellen Hyphen enthielten 
und gleichzeitig Autofluoreszenz entlang der Zellwand zeigten, was indikativ für 
eine HR ist und das pilzliche Wachstum innerhalb der ersten besiedelten Zelle 
eindämmt (Koga et al. 1990; Jarosch et al. 1999). An 4% der Interaktionsstellen 
waren autofluoreszierende Epidermiszellen ohne erkennbare Hyphen zu sehen. An 
8% der Interaktionsstellen waren kollabierte Mesophyllzellen unterhalb von 
autofluoreszierenden Epidermiszellen zu beobachten, was darauf hindeutet, dass 
die HR der Epidermiszelle das pilzliche Wachstum nicht stoppen konnte und der 
Pilz sich in das Nachbargewebe ausbreiten konnte (Jarosch et al. 1999). Diese 
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Ergebnisse ähnlich den Resultaten von Jarosch et al. 1999 und Zellerhoff 2009: 
dort waren auch in Mlo zu 72 h p.i. in der Wirt-Interaktion in über der Hälfte 
(etwa 60%) aller Penetrationsversuche durch die Bildung von Papillen effektiv 
verhindert worden und es traten etwa 30% Epidermis-HR und knapp 10% 
kollabierte Mesophyllzellen auf. 
Weder die Applikation von NaSA noch der Ethylenvorstufe ACC hatten im 
Vergleich zur mock-Behandlung (ohne Hormone) Einfluss auf die Akkumulation 
phenolischer Substanzen in der Wirtinteraktion (Abbildung 3.1.3). Außerdem 
wurde kein Einfluss von exogener IAA auf die Interaktion der Gerste mit M. 
oryzae gefunden; allerdings hatten Matsumoto et al. (1980) eine Reduktion der 
blast-Symptome auf Reis in einer kompatiblen Interaktion mit Magnaporthe 
oryzae nach exogener Applikation von IAA gefunden. Dieser Unterschied beider 
Studien liegt möglicherweise daran, dass andere Versuchsbedingungen vorlagen, 
da bei Matsumoto et al. (1980) vier Stunden vor Inokulation die Hormone 
gesprüht wurden und Reispflanzen im vier- bis fünf-Blattstadium statt 
Gerstenpflanzen im Primärblattstadium verwendet wurden. 
Nach Applikation von GA3 wurde in der Wirtinteraktion mikroskopisch eine 
signifikante Reduktion der Papillenrate festgestellt. Gleichzeitig nahm die Anzahl 
an Interaktionststellen mit Epidermis-HR mit Hyphen um 10% zu; dies bedeutet, 
dass ein Teil des pilzlichen Wachstums in erfolgreich penetrierten Epidermiszellen 
durch eine Epidermis-HR an einer weiteren Ausbreitung gehindert wurde. Es 
traten nur tendenziell mehr kollabierte Mesophyllzellen als bei mock-Behandlung 
auf, was bedeutet, dass trotz eines erhöhten Penetrationserfolgs sich TH6772 
nicht ins Mesophyll ausbreiten und zu keiner erhöhten Anzahl an Symptomen 
entwickeln konnte. Matsumoto et al. (1980) hatten dem gegenüber nach GA3–
Applikation bei Reis eine Zunahme der blast-Symptomzahl festgestellt.  
 
Der stärkste Effekt auf die Wirt-Interaktion wurde in Gerste nach exogener ABA-
Applikation festgestellt. ABA führte zu einer verstärkten Anfälligkeit der Gerste 
(Abbildung 3.1.1); diese Beobachtungen rekapitulieren Ergebnisse von 
Untersuchungen in Reis und Gerste (Koga et al. 2004; Matsumoto et al. 1980; 
Zellerhoff 2009). Mikroskopisch konnte nach ABA-Behandlung eine Reduktion der 
Rate an Papillen von 70% auf 46% festgestellt werden. Gleichzeitig stieg die Rate 
an Epidermis-HR mit sekundären Hyphen auf etwa 28% und die Rate an 
Interaktionsstellen mit kollabierten Mesophyllzellen auf mehr als das doppelte bei 
der mock-Behandlung. Demnach scheint ABA mit der Penetrationsresistenz 
negativ zu interagieren und gleichzeitig mehr sekundäres Hyphenwachstum zu 
begünstigen und die Ausbreitung des Pilzes im Gewebe zu unterstützen. Um den 
möglichen Wirkmechanismus bei der negativen Auswirkung der Abscinsinsäure 
auf die Wirtinteraktion von Gerste mit M. oryzae näher einzugrenzen wurden 
weitere Untersuchungen durchgeführt (Kapitel 4.2).  
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In der NW-Interaktion von Gerste mit CD180 wurde die NWR durch exogene 
Hormonapplikationen in keinem Fall gebrochen (Abbildung 3.1.1). 72 Stunden 
nach CD180-Inokulation waren auf IngridMlo (mock) mit 77% Interaktionsstellen 
der Kategorie Papille und 10% Epidermis-HR ohne Hyphen und 13% runde 
fluoreszierende Mesophyllzellen vorhanden. Diese Ergebnisse spiegeln die 
Resultate von Zellerhoff et al. (2006) und Zellerhoff (2009) wieder, die etwa eine 
Papillenhäufigkeit in der NWR von etwa 70-80% festgestellt hatten. Im Falle von 
GA3 führt eine exogene Applikation des Hormons zur Erhöhung der Papillenrate 
auf 84% und damit der Penetrationsresistenz im Vergleich zur mock-Behandlung 
(77%) (Abbildung 3.1.3).  
 
Da neben ABA auch Gibberellinsäure Einfluss auf die Gerste/Magnaporthe 
Interaktion zu haben scheint, wurden Gerstenmutanten im Gibberellinsäure- 
Stoffwechsel auf ihre Anfälligkeit für Wirt- bzw. NW-Isolate von Magnaporthe 
untersucht (Kapitel 4.3). 
 
4.2. ABA in der Gerste/Magnaporthe Interaktion  
ABA-induzierte Anfälligkeit der Gerste für M. oryzae nicht kultivar-
spezifisch 
Um herauszufinden, ob die durch ABA ausgelöste verstärkte Abfälligkeit der 
Gerste für M. oryzae eine Besonderheit des Kultivars Ingrid ist, wurden mit 
Steptoe, Morex, Pallas, Golden Promise, Hannah, Sultan5 und Himalaya weitere 
Gerstenkultivare untersucht. In allen Kultivaren, außer Pallas, wurde nach 
exogener ABA-Applikation ebenfalls eine verstärkte Anfälligkeit für TH6772 
beobachtet (Abbildung 3.2.1; 3.2.2 und 3.2.3). Diese äußerte sich bei den 
meisten Kultivaren darin, dass sich eine etwa doppelt so hohe blast-Anzahl auf 
den Blättern nach ABA-Applikation im Vergleich zur mock-Behandlung von 
Pflanzen des gleichen Kultivars entwickelte. Bei Ingrid wurde eine 13 fache 
Anzahl an blasts nach ABA-Applikation im Vergleich zur mock-Behandlung 
gezählt, während auf Pallas etwa die gleiche Menge nach ABA-Applikation gezählt 
wurde wie nach mock-Behandlung ohne ABA (Abbildung 3.2.2).  
Scheinbar kann die Anfälligkeit des Kultivars Pallas für TH6772 durch ABA-
Applikation nicht weiter erhöht werden, vermutlich weil unbehandelte Pallas-
Pflanzen schon anfälliger für M. oryzae sind als Ingird-Pflanzen nach ABA-
Applikation. 
Endogener ABA-Gehalt von etwa 80-100 ng ABA/g Frischgewicht für 
Effekt auf die Wirt-Interaktion ausreichend 
Um der Frage nach zugehen wieviel ABA von den Blättern nach Sprühapplikation 
aufgenommen wird, wurde eine 20 µM ABA-Lösung auf Primärblätter gesprüht. 
Nach unterschiedlicher Verweildauer wurde von einem Teil der Blätter die 
aufgesprühte ABA-Lösung abgespült und der endogene ABA-Gehalt der Blätter im 
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Vergleich von abgespülten und nicht abgespülten Blättern bestimmt (Abbildung 
3.3.1). Dabei stellte sich heraus, dass unabhängig von der Verweildauer der 
aufgesprühten ABA-Lösung von den Blättern eine maximale Menge von etwa 80-
100 ng ABA/g Frischgewicht aufgenommen wird. Dies entspricht ungefähr der 
endogenen Konzentration von ABA nach einer 100 µM ABA-Gießapplikation, die 
zu einer maximalen Steigerung der Symptome führte (s.u.; Abbildung 3.2.4).  
 
Neben der Sprühapplikation wurde getestet, ob die ABA-Aufnahme durch die 
Wurzeln zu einem ähnlichen Anstieg der Befallsstärke auf den Blättern führen 
würde. Nach ABA-Gießapplikation nimmt die Anzahl der blasts pro Blatt 
signifikant zu (Abbildung 3.2.4) und ab 100 µM tritt eine Sättigung auf, d.h. die 
Anfälligkeit steigt mit steigender ABA-Konzentration nicht mehr weiter an.  
Dies bedeutet, dass der endogene Level von ABA bei 100 µM ABA-Gießapplikation 
für die Zunamhe der Befallsstärke mit TH6772 ausreichend ist.  
In Abbildung 3.2.5 ist das Ergebnis einer Messung des endogenen Gehalts an ABA 
(und SA) in Gerstenprimärblättern 24 Stunden nach ABA-Gießapplikation an die 
Wurzeln dargestellt. Bei 100 µM ABA-Gießapplikation sind in den Blättern über 
100 ng ABA/g Frischgewicht detektiert worden. In Blättern von Pflanzen, die nur 
mit Wasser gegossenen waren, wurden nur ein Fünfzigstel (2 bis 3 ng ABA/g 
Frischgewicht) gemessen.  
Exogene ABA-Appliaktion hat keinen hemmenden Effekt auf die SA-
Akkumulation in Gerste  
Mit zunehmender ABA-Konzentration der gegossenen Lösungen stieg auch der 
endogene ABA-Level weiter an. Im Gegensatz dazu änderte sich das SA-Level von 
61 ng SA/g Frischgewicht (Wasser) auf maximal 93 ng SA/g Frischgewicht bei 
200 µM ABA-Applikation nur um ein Drittel. Dieses Ergebnis deutet daraufhin, 
dass scheinbar in Gerste kein hemmender Effekt von ABA auf die SA-
Akkumulation vorliegt, den z.B. Mohr & Cahill (2007) in Arabidopsis in der 
Interaktion mit Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) beobachtet haben. Dort 
wurde in der Interaktion von Arabidopsis mit einem avirulenten Pst-Stamm die 
SA-Konzentration von 6.0 µg/g FW in der resistenten Interaktion auf 2,3 µg/g FW 
durch eine exogene ABA-Applikation in den Blättern reduziert; außerdem wurde 
die Akkumulation von Lignin durch ABA reduziert und die Expression von abwehr- 
assoziierten Genen einschließlich wichtiger Gene des Phenylpropan-
Stoffwechselwegs unterdrückt (Mohr & Cahill 2007).  
Endogener ABA-Level von 80-100 ng/g FW liegt bei Gerste im 
physiologischen Bereich von Stressbedingunen 
Ein endogener ABA-Level in Gerste von 80-100 ng/g FW nach ABA-Applikation 
entsprich etwa der 27 bis 33 fachen Menge zu unbehandelten Primärblättern (3 
ng/g FW) und ist für die Zunahme der Befallsstärke in der Wirtinteraktion 
ausreichend. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um eine physiologische Dosis, 
die aber bereits im Bereich von Stressbedingungen liegt, wenn man die 
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Änderungen im ABA-Gehalt während des Versuchs mit Änderungen in anderen 
Systemen vergleicht. So wurde in Blattsegmenten von 8 Tage alten Keimlingen 
der Gerstensorte Steptoe unter Trockenstressbedingungen nach 12 Stunden eine 
Zunahme des endogenen ABA-Gehalts von etwa 33 ng ABA/g FW zu 
Versuchsbeginn auf etwa 310 ng/g FW gemessen (ein fast 10facher Anstieg) 
(Walker-Simmons et al. 1989). Whenham et al. (1986) haben in Tabakblättern 
(gesund, Kontrolle) einen Gehalt an freier ABA von 6.8 ng/g FW gemessen und in 
Tabakblättern 16 Tage nach Tabak-Mosaik-Virus(TMV)-Inokulation einen 
signifikanten Anstieg auf 30.2 ng/g FW in einem Experiment gemessen, was der 
4.4 fachen Menge im Vergleich zur Kontrolle entspricht. Eine lokale Abnahme der 
ABA-Konzentration wurde von Cahill & Ward (1989) in einer inkompatiblen 
Interaktion von Soja mit Phytophtora megasperma f. s.p. glycinea gemessen, 
während in einer kompatiblen Interaktion eine weniger starke und zeitlich 
verzögerte Abnahme der ABA-Konzentration auftrat. Nach einer 
Tropfeninokulation wurde das Hypokotylgewebe von Sojapflanzen unterhalb der 
Inokulationsstellte und das daran angrenzende Gewebe separat auf seinen ABA-
Gehalt untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass in der inkompatiblen 
Interaktion der ABA-Gehalt im Gewebe direkt an der Inokulationsstelle rapide von 
39 auf 14 ng ABA/g Trockengewicht zwischen 2 und 4 Stunden nach Inokulation 
abnahm, was einer Abnahme von etwa 35% der ABA-Konzentration in 
korrespondierendem Gewebe das mit Wassertropfen behandeltet wurde (40 ng 
ABA/ TW; Kontrollen) entsprach. Der ABA-Level blieb auf diesem niedrigen Level 
bis 8 Stunden nach Inokulation. Die ABA- Konzentration an der Behandlungsstelle 
der Kontrollen stieg von 40 auf 50 ng ABA/g innerhalb von 4 bis 8 stunden nach 
Behandlung an. In der kompatiblen Interaktion war an der Inokulationsstelle erst 
zu 8 Stunden nach Inokulation eine Abnahme des ABA-Gehalts auf 38 ng/g TW 
im Vergleich zu den Kontrollen mit 50 ng/g TW feststellbar, wobei zu diesem 
Zeitpunkt in der inkompatiblen Interaktion der Gehalt bereits bei nur 14 ng/ g TW 
lag. In Hypokotylgewebe, das an die Inokulationsstelle angrenzte, war während 
der inkompatiblen Interaktion ebenfalls eine Abnahme des ABA-Gehalts messbar, 
der aber zeitlich verzögert war im Vergleich zum Gewebe unterhalb der 
Inokulationsstelle (Cahill & Ward 1989). Der Anstieg der ABA-Konzentration in 
den Kontrollen zwischen 4 und 8 Stunden nach Behandlung wurde von Cahill und 
Ward (1989) auf die Behandlung der Pflanzen zurückgeführt und als sehr gering 
im Vergleich mit Daten von Bensen et al. (1988) bei Trockenstress eingestuft. 
Bensen et al. (1988) haben in Hypokotylgewebe zu Beginn ihrer Versuch 
ungefähr 50 ng/g TW ABA gemessen. In gut gewässerten Hypokotylen blieb der 
ABA-Gehalt bis 36 stunden unter 200 ng/g TW und nahm dann auf 300-500 
zwischen 36 und 72 stunden zu. Im Gegensatz dazu stieg unter Wassermangel 
der ABA-Gehalt bereits nach 2 Stunden auf 1100 ng/g TW (22 fache Menge) an 
und nahm weiter zu und erreichte zu 24 Stunden mit 3700 ng/g TW das 
Maximum (ein 74facher Anstieg im Vergleich zu Beginn). 
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Endogener ABA-Gehalt im Gesamtblattextrakt nach Inokulation im 
Vergleich zur Kontrolle unverändert 
Überaschenderweise konnte bei Messungen des endogenen ABA-Gehalts in 
Gerstenprimärblättern zu verschiedenen Zeitpunkten nach Inokulation mit 
TH6772 bzw. CD180 kein Unterschied zu nicht infizierten Blattgewebe gleichen 
Alters festgestellt werden (Abbildung 3.4.1). Nur eine tendenzielle Abnahme des 
ABA-Gehalts mit der Zeit auch in nicht infizierten Blättern wurde festgestellt. Dies 
könnte daran liegen, dass ein Gesamtextrakt ganzer Blätter untersucht wurde 
und nur ein geringer Teil der Zellen angegriffen wird in denen sich lokal 
möglicherweise das ABA-Level ändert, wie beispielsweise in der zuvor 
geschilderten Interaktion von Soja mit Phytophtora megasperma f. s.p. glycinea 
(Cahill & Ward 1989). 
ABA-Biosynthese-Mutante der Gerste weniger anfällig für M. oryzae 
Die Gerstenmutante Az34 mit reduziertem basalen ABA-Gehalt und reduziertem 
ABA-Biosynthesevermögen bei Trockenstress wurde auf ihre Anfälligkeit für 
verschiedene Magnaporthe Isolate getestet. Der basale ABA-Gehalt in der 
Mutante Az34 betrug in Versuchen von Walker-Simmons et al. (1989) nur etwa 
42% (14 ng ABA/g FW) im Vergleich zum Wildtyp (33 ng ABA/g FW); Mulholland 
et al. (1996) haben in Az34 ebenfalls eine reduzierte Menge ABA im Vergleich 
zum Wildtyp gemessen. In beiden Studien wurde die ABA-Menge durch einen 
indirekten ELISA gemessen. Eigene Messungen mittels HPLC-MS haben ergeben, 
dass sieben Tage alte Primärblätter des Wildtyps Steptoe etwa 3,2 ng ABA/g FW 
und die Mutante Az34 nur etwa 1,8 ng ABA/g FW (56% der Menge des Wildtyps) 
enthalten.  
 
Az34 zeigte im Vergleich zum Wildtyp eine reduzierte Anfällligeit für M.oryzae, die 
zwar nicht immer signifikant unterschiedlich zum Wildtyp war, aber immer die 
gleiche Tendenz zeigte (Abbildung 3.5.1 und 3.5.3). Eine exogene ABA-
Applikation konnte den Phänotyp komplementieren (Abbildung 3.5.3). 
Mikroskopisch konnte die verringerte Anfälligkeit von Az34 mit der signifikanten 
Zunahme an Papillen korrelliert werden (Abbildung 3.5.2).  
 
Mechanismen die an der Modulation der Krankheitsresistenz durch ABA 
beteiligt sind  
In der Literatur finden sich zunehmend Hinweise, dass ABA eine ambivalente 
Rolle in der Abwehrantwort auf Pathogene spielt, wobei ABA sowohl als positiver 
wie auch als negativer Regulator der Krankheitsresistenz fungieren kann. In 
diesem Zusammenhang werden eine Reihe putativer Mechanismen von ABA auf 
die Pflanzenabwehr vermutet, die eine Unterdrückung von SA und ET/JA-
abhängiger basaler Abwehr, synergistischer Wechselwirkung mit dem JA-
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Signalweg, Unterdrückung der Bildung reaktiver Sauerstoffpezies (ROS) und 
Stimulation von Callosedepositionen beinhalten können (Asselbergh et al. 2008). 
 
Akkumulation phenolischer Substanzen in Papillen durch ABA in der 
Wirt-Interaktion mit Magnaporthe beeinträchtigt 
Nach ABA-Behandlung war in der Wirtinteraktion die Rate an Papillen reduziert, 
was darauf hindeutet, dass der Pilz die Penetrationsbarriere verstärkt überwinden 
und Hyphen in der ersten Epidermiszelle etablieren konnte (Abbildung 3.3.2).  
Nach 72 Stunden nach Inokulation war sowohl nach mock- als auch nach ABA-
Behandlung nur noch ein sehr geringer Anteil an Hyphen ohne Fluoreszenz in den 
Epidermiszellen vorhanden. Stattdessen zeigten in beiden Fällen um die 20% der 
Epidermiszellen mit Hyphen nun eine Fluoreszenz entlang der Zellwand, d.h. eine 
HR, die das pilzliche Wachstum eindämmt. Außerdem trat vermehrt Fluoreszenz 
von kollabierten Mesophyllzellen auf und nach ABA-Behandlung waren dieser 
Kategorie signifikant mehr Stellen zugeordnet worden als nach mock-Behandlung, 
was bedeutet, dass es dem Pilz nach ABA-Behandlung vermehrt möglich war, das 
Mesophyll zu besiedeln während die Rate an Epidermis-HR nicht beeinflusst zu 
sein scheint. Diese Ergebnisse korrelieren mit Resultaten von Zellerhoff (2009) in 
der Weise, dass dort auch eine zunehmende Anfälligkeit in der Wirtinteraktion 
von Gerste mit M. oryzae nach ABA-Behandlung beobachtet wurde und zu 48 
Stunden ebenfalls invasives Hyphenwachstum ohne Fluoreszenz festgestellt 
wurde. Jedoch wurde kein Einfluss auf die Penetrationsresistenz gefunden, da bei 
ähnlicher Papillenhäufigkeit die Rate an Epiderms-HR reduziert war und sich der 
Pilz nach der Penetration ohne Akkumulation phenolischer Substanzen scheinbar 
in der Pflanze ausbreiten konnte.  
In der NW-Interaktion scheint eine ABA-Applikation auf dem Kultivar Ingrid zu 
einer Verstärkung der Papillenabwehr und damit zu einer Erhöhung der 
Penetrationsresistenz im Vergleich zur mock-Behandlung zu führen (Abbildung 
3.1.3). Diese Beobachtung wurde von Zellerhoff (2009) ebenfalls gemacht.  
Das hier erstmalig in der NW-Interaktion mit CD180 analysierte Kultivar Himalaya 
unterschied sich von Ingrid darin, dass es mehr Interaktionsstellen mit 
sekundärem Hyphenwachstum in autofluoreszierenden Epidermiszellen gab 
(Abbildung 3.6.2). Im Gegensatz zu Ingrid schien auf dem Kultivar Himalaya die 
ABA-Applikation ähnlich wie in der Wirtinteraktion die Penetrationsresistenz zu 
vermindern (Abbildung 3.2.3). Es traten nach ABA-Behandlung weniger Papillen 
und mehr fluoreszierende Epidermiszellen mit sekundären Hyphen auf. Die 
hypersensitive Reaktion der Epidermiszellen konnte das NW-Isolat auf Himalaya 
erfolgreich an der weitern Ausbreitung im Blatt hindern im Gegensatz zur 
Wirtinteraktion, wo sich TH6772 verstärkt nach ABA-Behandlung auch ins 
Mesophyll ausbreiten konnte.  
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Phenylalaninammoniumlyase 
Da die Akkumulation von phenolischen Substanzen in der Wirt-Interaktion der 
Gerste mit M. oryzae nach ABA-Behandlung zu 48 Stunden nach Inokulation 
reduziert war, stellte sich die Frage ob möglicherweise die 
Phenylalaninammoniumlyase (PAL; EC 4.3.1.5) durch ABA gehemmt wird. Bei der 
PAL handelt sich um ein Schlüsselenzym des Phenylpropanoid-Stoffwechselwegs, 
in dem Abwehrsubstanzen wie Lignin und sekundäre anitmikrobielle Metabolite 
einschließlich Phytoalexinen, produzert werden (Dixon & Paiva 1995).  
Ward et al. (1989) konnten zeigen, dass exogene ABA-Applikation sowohl die 
Akkumulation von mRNA der PAL als auch die PAL-Aktivität auf Enzymebene in 
einer inkompatiblen Interaktion von Soja mit Phytophthora megasperma f.sp. 
glycinea unterdrückt, wodurch die Akkumulation des Phytoalexins Glyceollin 
abnahm und dies zu einer erhöhten Anfälligkeit der Sojapflanzen führte.  
Mohr & Cahill (2001) konnten die Resistenz in dieser Interaktion mit der 
Akkumulation von Glyceollin korrelieren und zeigen, dass diese unabhängig von 
einer Lignin-Deposition oder dem Auftreten einer HR zur Resistenz führt. 
Außerdem konnte die Akkumulation von Glyceollin durch ABA unterdrückt 
werden.  
Um zu überprufen ob ABA sich auf die Transkriptakkumulation der PAL in Gerste 
auswirkt, wurden Pflanzen mit TH6772 oder CD180 inokuliert und eine RT-qPCR-
Analyse durchgeführt (Abbildung 3.3.8). Eine ABA-Applikation beeinflusste die 
HvPAL-Transkriptakkumulation insgesamt nur wenig. Es fiel jedoch auf, dass nach 
ABA-Applikation sowohl in der NW-Interaktion als auch in der Wirtinteraktion zu 
48 Stunden nach Inokulation geringere Transkriptmengen im Vergleich zu 
denselben Zeitpunkten ohne ABA-Behandlung detektiert wurden. Da aber zu 
diesem Zeitpunkt in der Wirtinteraktion bereits vermehrt Hyphen in 
Epidermiszellen ohne Fluoreszenz im Vergleich zur mock-Behandlung festgestellt 
wurden (Abbildung 3.3.2), kann die Abwesendheit der Fluoreszenz phenolischer 
Substanzen nicht auf eine Suppression der PAL auf Transkriptebene zu 48 
Stunden zurückgeführt werden, sondern hätte schon früher erfolgen müssen. 
Eine weitere Möglichkeit, wie ABA die Prepenetrationsresistenz beeinflussen 
könnte, besteht darin, dass ABA auch die PAL auf Aktivitätsebene hemmen kann. 
Frühere Aktivitätsmessungen der PAL aus Gesamtblattextrakten während der 
NW- und Wirt-Interaktionen haben im Vergleich zu nicht infizierten Pflanzen zu 24 
und 48 Stunden nach Inokulation eine zwei bis sechsfach höhere Aktivität gezeigt 
(Ulferts 2006). Eine Applikation des PAL-Inhibitors AiP reduzierte die Rate an 
effektiven Papillen 72 h p.i. (Abbildung 3.7.1) und deutet daraufhin, dass 
Produkte des Phenylpropanoid-Stoffwechsels für die Abwehr benötigt werden 
(Ulferts 2006; Zellerhoff 2009). Eine gemeisame Applikation von AiP und ABA 
führte jedoch zu keiner Addition des Effekts auf die Penetrationsresistenz 
(Abbildung 3.7.1; Kapitel 4.4). Die Suppression der HvPAL-
Transkriptakkumulation durch ABA 48 Stunden könnte für die 
Postpenetrationsresistenz eine Rolle spielen, da der Pilz bereits in die erste 
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Epidermiszelle eingedrungen ist, und Hyphen etablieren konnte. Eine weitere 
Abwehr der Gerste, bei der hypersensitives Absterben der Zellen mit einer 
Einlagerung von phenolischen Substanzen korreliert, könnte der Pilz durch 
Hemmung der PAL verlangsamen oder unterdrücken. 
 
H2O2-Akkumulation 
Wasserstoffperoxid (H2O2) konnte in Verbindung mit Papillen der Gerste in 
Interaktion mit Magnaporthe TH6772 bzw. CD180 nachgewiesen werden 
(Zellerhoff et al. 2009). Da ABA die Akkumulation von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) unterdrücken kann (Asselberg et al. 2008), wurde eine 
DAB-Färbung von H2O2 nach Thordal-Christensen (1997) nach ABA-Behandlung 
und Inokulation mit TH6772 bzw. CD180 durchgeführt. Zuammenfassend lässt 
sich feststellen, dass ABA den vorliegenden Daten zu Folge die Akkumulation von 
H2O2 weder in der Wirt- noch in der NW-Interaktion mit Magnaporthe wesentlich 
beeinflusst (Abbildung 3.3.4). 
 
Callose-Deposition an den Infektionsstellen teilweise reduziert durch 
ABA-Applikation 
Callose kann ein möglicher Bestandteil von Papillen sein und die Callosedeposition 
durch eine ABA-Applikation beeinflusst werden (Flors et al. 2005; Mauch-Mani & 
Mauch 2005). In Abbildung 3.3.6 ist zu erkennen, dass die Deposition von Callose 
unterhalb von Magnaporthe-Appressorien in der Wirtinteraktion nach ABA-
Applikation tendenziell reduziert ist, wobei dies aber nicht zu vermertem 
Hyphenwachstum führte. Die Abwesenheit von Callose korreliert nicht direkt mit 
mehr Hyphenwachstum des Pilzes. Zellerhoff (2009) hat ebenfalls beobachtet, 
dass nach Magnaporthe-Befall gebildete Papillen in Gerste nicht immer Callose 
enthalten. Bei Wiese et al. (2004) führte demgegenüber eine ABA-Behandlung 
von Gerste zu einer Papillen-vermittelten Resistenz gegen Bgh. In Arabidopsis 
zeigte auf der anderen Seite eine Callosesynthese-Mutante (pmr4 = powdery-
mildew-resistant 4), die nach Pathogenbefall keine Callose mehr ablagern kann, 
nicht wie erwartet Resistenz sondern verstärkte Anfälligkeit (Nishimuara et al. 
2003; Jacobs et al. 2003). Diese gegensätzlichen Ergebnisse deuten daraufhin, 
dass die Rolle der Callose für die Abwehr vom angreifenden Pathogen abhängt 
und nicht ausschließlich der mechanischen Verstärkung der Papillen dient, 
sondern auch regulatorische Funktionen ausüben kann. 
 
Abwehr-assozierte Gene  
In einer Northern-Analyse wurde die Expression von PR1b nach ABA-Appliaktion 
im Vergleich zu mock-(ohne ABA) behandelten Kontrollen in der Wirt- bzw. NW-
Interaktion mit verschiedenen Magnaporthe-Isolaten untersucht (Abbildung 
3.3.7). Dabei wurde festgestellt, dass es nach ABA-Applikation zu 72 Stunden in 
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der Wirtinteraktion zu einer deutlich stärkeren PR1b-Expression kam als ohne 
ABA-Applikation. Die PR1b-Expression wurde mit erhöhter Anfälligkeit der Gerste 
für M. oryzae assoziiert (Jarosch et al. 2003; Jansen Marcus, Dissertation 2007) 
und demnach führt eine ABA-Applikation zu einer erhöhten Anfälligkeit der 
Gerste, die auf PR1b-Transkriptebene nachgewiesen werden kann.  
 
Die Transkriptakkumulation von HvJIP23, einem durch Jasmonsäure und 
Abscisinsäure induzierbaren Gen (Ortel et al. 1999), wurde mittels RT-qPCR nach 
ABA-Applikation ebenfalls untersucht (Abbildung 3.3.8) und es zeigte sich kein 
eindeutiger Einfluß von ABA auf die Transkriptmenge weder in der Wirt- noch in 
der NW-Interaktion im Vergleich zu Kontrollen ohne ABA-Behandlung.  
 
4.3. Gibberellinsäure-Stoffwechselmutanten der Gerste in NW- 
und Wirt- Interaktion mit Magnaporthe  
Im genetischen Hintergrund des Kultivars Himalaya wurde Saatgut von fünf 
Gerstenmutanten im Gibberellinsäure-Stoffwechsel von P. Chandler (CSIRO Plant 
Industry, Autralien) zur Verfügung gestellt und für die Infektionsversuche mit 
Magnaporthe Nichtwirt- (CD180) bzw. Wirt-(TH6772) Isolaten verwendet. 
Bei den Mutanten handelt es sich um zwei allelische GA-Biosynthesemutanten des 
Grd2 Lokus (GA-responsive dwarf), der für eine GA-3-oxidase kodiert: M463 
(grd2-463) zeigt einen milden Zwergwuchs und M489 (grd2) zeigt einen starken 
Zwergwuchs (Chandler & Robertson 1999; Wolbang et al. 2004). Außerdem 
wurde eine Mutante des Sln1 (Slender1) Lokus verwendet: M640 (Sln1d) ist eine 
Mutante in der DELLA-Region des Poteins mit dominantem, starken Zwergwuchs-
Phänotyp, die eine geringe Antwort auf applizierte GA3 zeigt (Chandler et al. 
2002). Schließlich standen noch zwei allelische GA-Rezeptor-Mutanten gse1 
(Mutanten mit reduzierter GA sensitivity) zur Verfügung: M121 (gse1e; starker 
Zwergwuchs) und M693 (gse1n; milder Zwergwuchs); beide Mutanten haben eine 
reduzierte Sensitivität auf exogen applizierte GA3 (Chandler et al. 2008). 
 
Eine Woche nach Aussaat konnten die Wachstumsphänotypen des Wildtyps bzw. 
der Mutanten dokumentiert und mit den Angaben in der Literatur (s.o.) 
verglichen werden; Himalaya zeigte den höchsten Wuchs, M463 und M693 einen 
milden Zwergwuchs und M489, M640 und M121 einen Starken Zwergwuchs, was 
den Angaben entsprach (Abbildung 3.6.1 A).  
 
Nichtwirt-Interaktion mit Magnaporthe auf Himalaya weniger effektiv als 
auf Ingrid 
Nach Inokulation mit Magnaporthe Isolat CD180 konnten nach sechs Tagen 
weder Symptome auf den Blättern des Wildtyps Himalaya noch auf einer der 
Mutanten beobachtet werden, was zeigt, dass die NWR in Himalaya auftritt und in 
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keiner der untersuchten Mutanten von Isolat CD180 überwunden werden konnte 
(Abbildung 3.6.1 B). Eine mikroskopische Analyse zeigte jedoch, dass sich die 
NW-Interaktion von Himalaya qualitativ etwas von der NW-Interaktion mit Ingrid 
unterschied, da auf Himalaya je nach Versuch zwischen etwa 16% und 30% 
autofluoreszierende Epidermiszellen mit sekundären Hyphen vorhanden waren, 
während bei Ingrid nur etwa 1-3% autofluoreszierende Epidermiszellen mit 
sekundären Hyphen auftraten (Abbildung 3.6.2). Auch ein anderes NW-Isolat von 
Magnaporthe (BR29) konnte auf Himalaya in vergleichbarem Masse wie CD180 
sekundäre Hyphen in autofluoreszierenden Epidermiszellen ausbilden (Abbildung 
3.6.3)  
 
Für die Mutanten M489 (GA-Biosynthese) und M121 (GA-Rezeptor), die beide 
einen starken Zwergwuchsphänotypen zeigen, wurden mit etwa 73% bzw. 75% 
signifikant häufiger Interaktionsstellen als Papillen kategorisiert als auf dem 
Wildtyp Himalaya (60%); gleichzeitig wiesen beide Mutanten tendenziell weniger 
autofluoreszierende Epidermiszellen ohne bzw. mit sekundären Hyphen auf. Dies 
könnte darauf hindeuten, dass die Penetrationsresistenz, die in Gerste mit 
Bildung von Papillen einhergeht, negativ durch Beteiligung von GA und dem GA-
Rezeptor reguliert wird. Allerdings spricht dagegen, dass eine exogene 
Applikation von GA3 auf Ingrid die Häufigkeit von Papillen in der NW-Interaktion 
erhöhte (Abbildung 3.1.3). 
 
Papillenabwehr in der Wirt-Interaktion von Himalaya mit TH6772 
signifikant reduziert im Vergleich zu Ingrid  
Nach Inokulation mit Magnaporthe oryzae Isolat TH6772 konnten nach sechs 
Tagen typische blast-Symptome auf den Blättern des Wildtyps Himalaya und auf 
Blättern aller Mutanten beobachtet werden. Das Kultivar Himalaya geht also eine 
Wirtinteraktion mit TH6772 ein und diese wird durch die Mutationen 
makroskopisch nicht sichtbar beeinflusst. Da eine quantitative Erfassung der 
Symptom-Anzahl aufgrund der unterschiedlichen Blattgrößen des Wildtyps und 
der Mutanten schwierig war (Abbildung 3.6.1 C), wurden Blätter mikroskopisch 
ausgewertet. Dabei stellte sich heraus, dass Himalaya im Vergleich zu Ingrid eine 
verringerte Penetrationsresistenz aufweist, die sich in einer signifikanten 
Reduktion der Papillenhäufigkeit zeigt und verstärktest Wachstum von 
sekundären Hyphen in autofluoresziereden Epidermiszellen auftritt. Außerdem 
war eine signifikant erhöhte Rate an kollabierten Mesophyllzellen beobachtet 
worden. 
 
Die DELLA-Mutante M640 zeigte im Vergleich zum Wildtyp Himalaya eine sehr 
ähnliche Verteilung der Interaktionsstellen auf die einzelnen Kategorien und die 
Interaktion der Mutante mit TH6772 im Vergleich zu Himalaya war nur wenig 
verändert. Mutationen im Gen Sln1 führen zu Mutanten mit zwei sehr 
verschiedenen Phänotypen: entweder zeigen die Mutanten einen dominanten 
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Zwergwuchs und sind GA“-insensitiv/-nichtresponsiv“ oder zeigen einen 
rezessiven „slender“ Typ, in denen eine konstitutive GA-Antwort auftritt 
(Chandler et al. 2002). Um die Auswirkungen von Mutationen in den DELLA-
Proteinen auf den GA-Signalweg zu verstehen, wird zuächst der GA-Signalweg 
beschrieben wobei Hartweck (2008) die aktuelle Vorstellung des GA-Signalwegs 
anschaulich dargestellt hat: dabei fungieren DELLA-Proteine als negative 
Regulatoren der GA-Antwort, indem sie einige Gene aktivieren, die den zu GA 
antagonistischen ABA-Pathway hoch regulieren, die Transkription des GA 
Rezeptors (GID1) verstärken und indirekt die GA-Biosynthese Gene regulieren, 
was die GA-Empfindlichkeit und Feedback-Kontrolle fördert. GA induziert 
Pflanzenwachstum durch den Abbau der negativ regulierenden DELLA-Proteine, 
indem GA an den Rezeptor GID1 bindet, der daraufhin durch eine Konformations-
änderung DELLAs bindet und der entstehende GA/GID1/DELLA-Komplex eine 
hohe Affinität zu einem F-Box-Protein hat und letztlich am Proteasom abgebaut 
wird (Hartweck 2008). Proteine mit Deletionen in der DELLA-Domäne, wie Sln1d 
(Chandler et al. 2002), können GID1 nicht mehr binden und sind stabil, weil sie 
nicht mehr über Interaktion mit dem SCFSLY1/GID2-Komplexes am 26S-Proteasom 
abgebaut werden. Das stabile DELLA-Protein fungiert dann weiter als negativer 
Regulator des GA-Signalwegs und beschränkend das Wachstum (Hartweck 2008). 
Eine Funktionsverlust-Mutante in Arabidopsis, der vier von fünf für DELLA-
Proteine kodierende Gene fehlen, zeigt erhöhte Resistenz gegen das bakterielle 
Pathogen Pst und umgekehrt Hyperanfälligkeit gegen das nekrotrophe pilzliche 
Pathogen Alternaria brassicicola. Infektion der vierfach-Mutante mit Pst 
resultierte in erhöhter Induktion der Expression des Gens PR1 sowie reduzierter 
und verspäteter Expression JA/ET- induzierter Gene wie PDF1.2 (Grant et al. 
2009; Navarro et al. 2008). Demnach können DELLA-Proteine den JA-Signalweg 
verstärken, was darauf hinweisen könnte, dass das pilzliche Pathogen Gibberella 
fujikoroi, Erreger der „verrückten Keimling“-Krankheit bei Reis, GA produziert um 
DELLA-Proteinen zu eleminieren und die JA-vermittelte Abwehr zu 
beeinträchtigen (Grant et al. 2009). In Reis und Gerste gibt es nur ein DELLA-Gen 
SLENDER RICE1 bzw. SLENDER1 (Hartweck 2008; Ikeda et al. 2001; Chandler et 
al. 2002). Den Mikroskopie-Ergebnissen nach lässt sich nicht sagen, ob eine 
Modulation des JA-Signalwegs durch die Stabilisierung des DELLA-Proteins der 
Gerste in der Gerste-Magnaporthe-Interaktion erfolgt, da der Wildtyp sich nach 
Infektion mit TH6772 wie die DELLA-Mutante verhält. Hier könnte eine DELLA-
Funktionsverlust-Mutante zur Klärung der Frage beitragen.  
Rezeptormutanten (M121 und M693) zeigten in Wirtinteraktion 
tendenziell erhöhte Penetrationsresistenz  
Beide GA-Rezeptormutanten M121 und M693 zeigten in Interaktion mit TH6772 
tendenziell eine höhere Papillenhäufigkeit als Himalaya und tendenziell weniger 
häufig Epidermiszellen mit sekundären Hyphen als Himalaya.  
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GA-Biosynthese-Mutanten (M463 und M489) zeigten in Wirtinteraktion 
erhöhte Papillenhäufigkeit 
Auf M463 wurden in der Interaktion mit TH6772 tendenziell mehr 
Interaktionsstellen der Kategorie Papille zugeordnet als auf Himalaya; auf M489 
trat eine signifikant höhere Häufigkeit von Papillen auf und gleichzeitig eine um 
fast die Hälfte reduzierte Häufigkeit an kollabierten Mesophyllzellen als auf 
Himalaya (Abbildung 3.6.2). 
Exogene Applikation von GA3 auf GA-Biosynthese-Mutanten 
komplementiert Interaktionsphänotyp in Magnaporthe-Wirtinteraktion 
teilweise  
Während auf Himalaya eine GA3-Applikation zu keiner signifikanten Veränderung 
führte, konnte in M463 die Rate der Papillen von knapp 80% auf knapp 60% 
reduziert werden und die Häufigkeit von kollabierten Mesophyllzellen stieg von 
9% auf über 20% an. In M489 konnte eine tendenzielle Reduktion der 
Papillenrate von 60% auf etwa 50% beobachtet werden (Abbildung 3.6.4).  
Auf Ingrid (Abbildung 3.1.3) und Himalaya (Abbildung 3.6.4) wurden 
unterschiedlich Auswirkungen einer GA3-Applikation auf die Wirtinteraktion 
beobachtet. Während auf Ingrid eine Reduktion der Rate der Papillen von 70% 
auf 56% nach GA3-Applikation beobachtet wurde, konnte auf Himalaya mit 51% 
nach GA3-Applikation keine Reduktion festgestellt werden (48%). Dies liegt 
vielleicht daran, dass Himalaya schon anfälliger für TH6772 als Ingrid ist und eine 
weitere Wirkung auf die Papillenrate durch GA3-Applikation nicht mehr erreicht 
werden kann. 
 
Für Reis konnten Yang et al. 2008 zeigen , dass eine exogene GA3-Applikation die 
Anfälligkeit für M. oyzae bzw. für das bakterielle Pathogen Xanthomonas oryzae 
p.v. oryzae erhöht und ein GA-Biosynthese Inhibitor die Anfälligkeit senkt und die 
Resistenz erhöht. Diese Studie deutet darauf hin, dass GAs eine negative Rolle in 
der basalen Krankheitsresistenz von Reis spielen mit EUI (Elongated uppermost 
internode), einem GA deaktivierenden Enzym, als positivem Modulator durch 
Regulierung des Levels von bioaktiven GAs (Yang et al. 2008). Die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit passen zu denen von Yang et al. 2008 und sprechen dafür, 
dass auch in Gerste das GA-Level die Interaktion mit M. oryzae negativ reguliert 
und die GA-Wahrnehmung über den GA-Rezeptor scheinbar mit der Ausbildung 
der Penetrationsresistenz basierend auf Papillen negativ interagiert.  
4.4. Hordatine in der Abwehr der Gerste gegen Magnaporthe 
Hordatine sind antimikrobille Substanzen der Gerste, die als Phytoanticipine und 
–alexine wirken können (Stoessl 1967). An ihrer Synthese sind zwei 
Stoffwechselwege beteiligt: der Phenylpropanoid- und der Polyaminmetabolismus 
(von Röpenack et al. 1998). Mit dem Inhibitor AiP wurde der Phenylpropanoid-
stoffechselweg gehemmt und mit Phaseolotoxin wurde der Polyaminpathway 
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gehemmt. Außerdem wurde untersucht, ob eine gemeinsame AiP- und ABA- 
Applikation in der Wirtinteraktion zu einer Addition der einzelnen Effekte führen 
würde. Auswirkungen einer gemeinsame AIP- und Phaseolotoxin-Applikation auf 
die NW-Interaktion von Gerste mit Magnaporthe sollte ebenfalls untersucht 
werden. 
 
AiP- und ABA- Applikation in der Wirtinteraktion 
In Gerstenpflanzen des Genotyps BCIngridmlo5 wurde ein Effekt von AiP 
festgestellt, der in Wildtyp MLO-Pflanzen nicht auftrat (Zellerhoff 2009). Eine 
autofluoreszenzmikroskopische Auswertung (Abbildung 3.7.1) zeigte, dass die 
Häufigkeit von Papillen nach AiP-Behandlung im Vergleich zur Wasserbehandlung 
reduziert und die Häufigkeit von Epidermis-HR mit sekundären Hyphen erhöht 
war. Außerdem nahm die Rate an runden fluoreszierenden Mesophyllzellen ab, 
die vermutlich eine HR-ähnliche Reaktion wie Epidermiszellen eingehen und den 
Pilz an der weiteren Ausbreitung ins Mesophyll hindern, und die Rate an 
kollabierten Mesophyllzellen zu. Dies beutet, das AiP die Penetrationsabwehr 
schwächt und die Pflanze mit einer Zunahme der Abwehrreaktion in der Epidermis 
(HR) reagiert. Diese scheint nicht in jedem Fall erfolgreich zu sein, da der Pilz 
vermehrt das Mesophyll erreicht und es zum Kollaps der Zellen kommt. Die 
Abwehr der Mesophyllzellen scheint auch beeinträchtigt zu werden, da die Rate 
an runden fluoreszierenden Zellen abnimmt.  
ABA-Applikation führte im Vergleich zur AiP-Applikation zu einer noch stärkeren 
Herabsetzung der Rate an Papillen und zu einer noch stärkeren Zunahme der 
Rate von kollabierten Mesophyllzellen, wobei die Rate an Epidermis-HR mit 
Hyphen im Bereich der Wasser-Kontrolle lag. Eine gemeinsame Applikation von 
AiP und ABA führte im Gegensatz zu den Einzelapplikationen zu keiner 
Beeinflussung der Papillenrate im Vergleich zur Wasser-Behandlung, jedoch war 
sowohl die Rate an Epidermis-HR als auch die Rate an runden fluoreszierenden 
Mesophyllzellen reduziert und die Rate an kollabierten Mesophyllzellen im 
Vergleich zur Wasser-Behandlung erhöht. Die Rate an kollabierten 
Mesophyllzellen nach gemeinsamer AiP und ABA-Applikation lag mit über 30% im 
Bereich der ABA-Einzelapplikation. Die Ergebnisse erwecken den Eindruck, dass 
AiP und ABA an unterschiedlichen Stellen im Soffwechsel auf die 
Penetrationsresistenz und Postpenetrationsabwehr Einfluß haben, und eine 
gemeinsame Applikation die Reduktion der Penetrationsresistenz über Bildung 
von Papillen aufhebt, aber die Förderung der pilzlichen Entwicklung innerhalb des 
Gewebes weiterhin besteht, d.h. die Schwächung der Postpenetrationsabwehr 
durch ABA.  
Wurde zu 48 Stunden eine Anilinblau-Färbung von Callose durchgeführt, so 
konnte festgestellt werden, dass die Rate an Interaktionsstellen ohne 
Fluoreszenz/ohne Hyphen im Vergleich zur Wasser-Kontrolle sowohl nach AiP- als 
auch nach ABA- Applikation signifikant zunahm. Die lokale Färbung unter 
Appressorien nahm tendenziell ab. Eine gemeinsame Applikation von AiP und ABA 
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führte mit über 30% zur höchsten Rate an Interaktionsstellen ohne 
Fluoreszenz/ohne Hyphen im gesamten Versuch, was zeigt dass AiP und ABA sich 
hier gegenseitig ergänzen. Allerdings zeigten  nach allen Behandlungen die Raten 
an Hyphen in Epidermiszellen, die teilweise Fluoreszenz an den Zellwänden 
aufwiesen, keine signifikanten Unterschiede. Da von Zellerhoff (2009) festgestellt 
wurde, dass nicht alle Papillen der Gerste Callose enthalten, ist es möglich, dass 
auch an Interaktionsstellen ohne Callose eine erfolgreich Abwehr stattfinden 
kann. Diese Ergebnisse zeigen dass sich AiP oder ABA- Applikation nicht nur auf 
eine Komponente der Papillen, phenolische Substanzen, die durch Auto-
fluoreszenz-Mikroskopie detektiert werden, auswirken, sondern auch auf die 
Akkumulation von Callose, die nach Anilinblaufärbung detektierte werden kann. 
 
AiP- und Phaseolotoxin- Applikation in der NW-Interaktion 
In der NW-Interaktion von Gerste mit Magnaporthe CD180 nahm nach AiP- 
Applikation die Rate an Papillen ab und Epidermis-HR tendenziell zu im Vergleich 
zur Wasserkontrolle, wobei die Unterschiede nicht signifikant waren (Abbildung 
3.7.3). Eine Applikation von Toxin-Kontroll-Lösung (TK ohne Phaseolotoxin) oder 
Phaseolotoxin (PK) führte unerwartet zu einer tendenziellen Erhöhung der Rate 
an Papillen im Vergleich zur Wasserkontrolle. Die Wirksamkeit von Phaseolotoxin 
bzw. der Kontroll-Lösung waren zuvor in einem in vitro Plattentest überprüft 
worden (Abbildung 3.7.2), wobei nur der Extrakt aus dem Phaseolotoxin-
bildenden Pseudomonas-Stamm 4419 eine hemmende Wirkung auf das 
Wachstum der Bakterien hatte. Es kann also ausgeschlossen werden, dass das 
Phaseototoxin durch die Aufarbeitung seine Wirksamkeit verloren hatte. Bei 
gemeinsamer Applikation von TK/AiP oder PT/AiP konnte lediglich der AiP-Effekt 
(Reduktion der Papillenrate) beobachtet werden. Makroskopisch wurden nach AiP-
Applikation Nekrosen auf den Blättern (14,4 Nekrosen pro Blatt) beobachtet, die 
in geringerer Anzahl auch in Kombination von TK/AiP (7,4) und PT/AiP (11,4) 
auftraten. 
 
Agamatin-coumaroyl-transferase und weitere potentielle an der 
Hordatin-Biosynthese beteiligte Gene  
Die Agmatin-coumaroyl-transferase (HvACT) katalysiert den ersten Schritt in der 
Biosynthese von Hydroxycinamoylagmatin-Derivaten, die direkte Vorstufen der 
antifungal wirkenden Hordatine sind (Burhenne et al. 2003). Die 
Transkriptakkumulation der HvACT wurde relativ zu dem konstitutiv exprimierten 
Ubiquitin mittels RT-qPCR-Analyse in Koleoptilen und Ganzblättern von 
Gerstenpflanzen verschiedenen Alters bestimmt (Abbildung 3.7.4 A). Es stellte 
sich heraus, dass in Koleoptilgewebe (5 Tage nach Aussaat) die höchsten 
Transkriptmengen detektiert wurden im Vergleich mit Primär-, Sekundär- und 
Tertiärblättern, in denen geringere HvACT-Transkriptmengen detektiert wurden. 
Dies deutet darauf hin, dass die HvACT hauptsächlich in Epidermisgewebe 
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exprimiert wird. Hordatine kommen hauptsächlich nach der Keimung in jungen 
Koleoptilen vor (Bird & Smith 1984; Burhenne et al. 2003).  
Für eine weitere RT-qPCR wurde daher eine Anreicherung von HvACT-Transkript 
durchgeführt, in dem nur Epidermisgewebe vom Rest der Primärblätter 
abgetrennt und aufgearbeitet wurde (Abbildung 3.7.4). Nach Inokulation mit 
TH6772 bzw. CD180 konnte zu 24 Stunden nach Inokulation im Vergleich zu 
Kontrollen (ohne Sporen) eine Zunahme der HvACT-Transkriptmenge nach Befall 
festgestellt werden. Da die Induktion in der Wirtinteraktion stärker war als in der 
Nichtwirt-Interaktion wurden in einem weiteren Versuch neben Mlo- auch mlo5-
Pflanzen mit TH6772 inokuliert und über mehrere Zeitpunkte nach Inokulation 
Proben für eine RT-qPCR geerntet (Abildung 3.7.5). Die HvACT-Transkriptmenge 
relativ zu Ubiquitin konnte in Gerste auch in diesem Versuch mit Anfälligkeit für 
M. oryzae korreliert werden, wobei in mlo5-Pflanzen eine stärkere Induktion 
auftrat als in Mlo-pflanzen (Abbildung 3.7.5). 
Welche Funktion ein Anstieg der HvACT in der Wirtinterktion hat, sollte mit Hilfe 
eines Virus-Induzierten-Gene-Silencing Versuchs funktionell überprüft werden. Es  
wäre denkbar, dass es sich um einen Anstieg handelt, der zur Abwehrantwort der 
Gerste beiträgt oder nur sekundär nach Befall auftritt. In einem VIGS-Versuch 
sollte die Transkriptmenge der HvACT durch ein BSM-Virus, das ein Fragment der 
HvACT trägt, herunterreguliert werden. In Abbildung 3.7.7 ist die HvACT-
Transkriptakkumuation 72 Stunden nach Inokulation mit TH6772 dargestellt. 
Individuelle Kontrollpflanzen (ohne Virus) zeigten nach Inokulation mit TH6772 
eine Zunahme der HvACT-Transkriptmenge im Vergleich zur mock-Behandlung 
(ohne Sporen), wobei die Werte einzelner Pflanzen schwankten. Pflanzen, die mit 
einem Virus infiziert waren, das ein ACT-Konstrukt (BSMV-γACT_as) trägt, 
zeigten nach mock-Behandlung (ohne Pilz) ein sehr niedriges Transkriptlevel im 
Vergleich zu virus-infizierten Pflanzen ohne ACT-Konstrukt (BSMV-γMCS), was auf 
ein erfolgreiches silencing hindeutet. Nach TH6772 konnte in BSMV-γACT_as 
infizierten Pflanzen trotzdem teilweise eine Induktion der ACT festgestellt werden. 
Daher wurden Blätter mit unterschiedlicher HvACT-Transkriptmenge 
mikroskopisch ausgewertet, um herauszufinden, ob sich unterschiedliche 
Transkriptlevel auf die Interaktion auswirken (Abbildung 3.7.8 und 3.7.9).  
Die Mikroskopie-Ergebnisse deuten eher darauf hin, dass eine geringere 
Transkript-menge der HvACT eher mit Resistenz korreliert als mit Anfälligkeit, da 
beispielsweise nach einer Anillinblaufärbung mehr Interaktionsstellen mit 
Fluoreszenz lokal unter Appressorien ohne Hyphen (Blatt 25 und Blatt26 in 
Abbildung 3.7.9) auftraten. Dies würde zu der Hypothese passen, dass M. oryzae 
möglicherweise die HvACT okupiert und in der kompatiblen Interaktion nutzt, um 
eine Akkumulation der Vorstufen p-Coumaroyl-CoA und Agmatine zu minimieren, 
die ansonsten evtl. in andere Stoffechselwege geschleust würden, wie z.B. in die 
Ligninbiosynthese oder in die Bildung von hydroxylierten Substanz, wie p-
Hydroxycoumaroyl-Derivaten, die ebenfalls eine antimikrobielle Wirkung haben 
(von Röpenack et al 1998). 
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Als Peroxidase, die möglicherweise an der Dimerisierung der Coumaroyl-agmatin-
Monomere beteiligt ist, wird HvPrx7 diskutiert (Kristensen et al. 2004; Nomura et 
al. 1999; Nomura et al. 2007). HvPrx7-Transkripte konnten nach Mehltau-Befall 
in der Epdermis der Gerste nachgewiesen werden (Kristensen et al. 1999) 
In Mlo und mlo5 konnte in der Wirtinteraktion eine Akkumulation von HvPrx7- 
Transkript mit M. orzae Βefall korrelliert werden. Wobei in Mlo zu 24 h p.i. und in 
mlo5 zu 12 und 24 Stunden eine Induktion im Vergleich zu den entsprechenden 
Kontrollen auftrat (Abbildung 3.7.5). Demnach wird HvPrx7 auf Befall mit M. 
oryzae verstärkt exprimiert. Messungen der Peroxidase-Aktivitäten in 
Gesamtblattextrakten mit verschiedenen Substraten (Abbildung 3.7.12) ergaben, 
dass mit Gujacol die Peroxidaseaktivität in Mlo nach Befall mit TH6772 zwischen 
24 und 96 h p.i. zunimmt. Mit ABTS als selektiverem Substrat war ebenfalls eine 
leicht zunehmedne POX-Aktiviät in Mlo zwischen 24 und 96 Stunden nach 
Inokulation feststellbar.  
 
Neben Peroxidasen werden Proteine mit Dirigentmotiv als mögliche Enzyme, die 
an der Dimerisierung der Hordatin-Monomere beteiligt sind, diskutiert (Stoessel 
1967; Negrel & Smith 1984; Kristensen et al. 2004). In Gerste  besitzen HvJrg1.2 
und HO0J722 ein Dirigentmotiv (Lee et al. 1996; Delventhal 2006). 
Transkriptakkumulation beider Gene wurde in der Wirtinteraktion überprüft, 
wobei Transkript von HvJrg1.2 in Gerstenprimärblättern in vielen Proben nicht 
nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3.7.5). Für HO0J722 konnte in allen 
Proben Transkript nachgewiesen werden, wobei jedoch keine Korrelation mit M. 
oryzae- Befall beobachtet wurde (Abbildung 3.7.5).  
 
Da Hordatine und auch ihre monomeren Vorstufen Guanidingruppen enthalten 
wurde eine Sakaguchi-Färbung nach Wei et al. (1994) durchgeführt, um 
festzustellen, ob in Papillen und hypersensitiv reagierenden Epidermiszellen der 
Gerste nach Befall mit verschiedenen Magnaporthe-Isolaten guanidinhaltiges 
Material akkumuliert. Dazu wurden Primärblätter inokuliert und zu 24 oder 48 
Stunden nach Inokulation die Epidermis vom Rest des Blattes abgetrennt und auf 
Objektträger gelegt, sofort gefärbt und mikroskopisch ausgewertet (Abbildung 
3.5.14 und 3.5.15).  
Zu 24 h p.i. waren in der Wirtinteraktion etwa 70% und in der NW-Interaktion 
etwa 57% der Interaktionsstellen ohne Färbung und ohne Hyphen, während etwa 
30% bzw. 38% der Interaktionsstellen Färbung lokal unter Appressorien ohne 
Hyphen aufwiesen. Nach 48 Stunden waren in der Wirtinteraktion an der Hälfte 
der Interaktionsstellen ohne Färbung sekundäre Hyphen vorhanden, während in 
der NW-Interaktion nur etwa 2% der Stellen ohne Färbung auch Hyphen 
enthielten. Mit knapp 50% waren in der NW-Interaktion mehr Interaktionsstelle 
mit Färbung unter Appressorien ohne Hyhen beobachtet worden als in der 
Wirtinteraktion mit etwa 37%. Demnach war eine Färbung lokal unter 
Appressorien möglich, vermutlich von einem Teil der Papillen. Außerdem ließen 
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sich zu einem geringeren Anteil Epidermiszellen mit Hilfe des Sakaguchi-Tests, 
anfärben. Dies deutet darauf hin, dass möglicherweise dort antifugale Substanzen 
wie p-Hydroxy-coumaroylagmatin oder Hordatine akkumulieren (von Röpenack 
1998). In der Wirtinteraktion konnte an den Stellen, wo keine Färbung auftrat 
nach 48 Stunden verstärkt Hyphenwachstum beobachtet werden (Abbildung 
3.5.14). Ebenfalls zeigte die für M.oryzae anfällige mlo5-Mutante 48 h p.i. 
signifikant mehr Stellen mit Hyphenwachstum ohne Färbung als Mlo. In der NW-
Interaktion wurden an Interaktionsstellen ohne Färbung zu 48 h p.i. kein 
verstärktes Hyphenwachstum beobachtet (Abbildung 3.5.14).  
Demzufolge scheint sich sowohl in der Wirt- wie in der NW-Interaktion der Gerste 
mit Pilzen der Gattung Magnaporthe ein Teil der Papillen mit Hilfe des Sakaguchi-
Tests anfärben zu lassen. An einem Teil der Interaktionsstellen ohne Färbung 
wurden auch zu 48 Stunden keine sekundären Hyphen beobachtet, was darauf 
hindeutet, dass auch diese Interaktionsstellen effektive Papillen sind. Dennoch 
scheinen guanidinhaltige Substanzen zur Effektivität der Papillen, im Besonderen 
in der Wirtinteraktion, beizutragen, sind aber offenbar keine Determinante 
zwischen Wirt- und NW-Interaktion, da CD180 nicht in der Lage ist an 
ungefärbten Stellen Hyphen zu bilden wie TH6772.  
4.5. Callose in der Abwehr der Gerste gegen Magnaporhe 
Callosedeposition und Transkriptakkumulation der für Glukansynthasen 
kodierenden Gene wurden in der Wirtinteraktion von Gerste mit M. oryaze Isolat 
TH6772 untersucht.  
Die Callosedeposition an den Interaktionsstellen wurde nach einer Anilinblau-
Färbung von Callose im Gerstenblattgewebe fluoreszenz-mikroskopisch 
quantifiziert. Dabei standen drei verschiedene Genotypen mit zunehmender 
Anfälligkeit für M. oryzae zur Verfügung (Jarosch et al. 2005): IngridMlo (ROR1-2 
RAR1-2); BCIngridmlo5 (ROR1-2 RAR1-2); Tripelmutante mlo5 ror1-2 rar1-2.  
Auf Blättern des Genotyps IngridMlo wurde 72 h p.i. an 52% der Interaktions-
stellen lokale Fluoreszenz unter Appressorien ohne Hyphen in der angegriffenen 
Epidermiszelle beobachtet, was bedeutet, dass an diesen Stellen die 
Penetrationsversuche des Pilzes durch eine callosehaltige Papille erfolgreich 
abgewehrt werden konnten. Auf dem für M. oryzae stark anfälligen Genotyp 
BCIngridmlo5 wurden in Übereinstimmung mit Mikroskopiedaten von Zellerhoff 
(2009) weniger Interaktionsstellen der Kategorie Fluoreszenz unter Appressorien 
ohne Hyphen zugeordnet (29%), was bedeutet, dass mehr Penetrationsversuche 
des Pilzes erfolgreich waren als auf Mlo. Dies spiegelte sich auf mlo5 auch darin 
wieder, dass mehr Interaktionsstellen der Kategorie „Fluoreszenz an der 
Epidermis-Zellwand mit sekundären Hyphen“ (35%) zugeordnet wurden als auf 
Mlo (12%). Bei Zellerhoff (2009) wurden der Kategorie „invasive Hyphen ohne 
gewebespezifische Fluoreszenz“ mit 30% mehr Interaktionstellen zugeordnet als 
auf Mlo (10%). Auf der mlo5 ror1-2 rar1-2 Mutante wurden noch weniger 
Interaktionsstellen der Kategorie Fluoreszenz unter Appressorien ohne Hyphen 
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zugeordnet (18%) und mit 44% die meisten Interaktionsstellen der Kategorie 
„Fluoreszenz an der Epidermis-Zellwand mit sekundären Hyphen“. Eine 
zunehmende Anfällig für M. oryzae in verschiedenen Genotypen der Gerste 
konnte mit einer Abnahme der Häufigkeit von Callosedepositionen unterhalb der 
Appressorien und zunehmendem sekundären Hyphenwachstum in 
Epidermiszellen, die nur teilweise fluoreszierten, korreliert werden. Kankanala et 
al. (2007) beobachteten, dass das Wachstum von invasiven Hyphen von 
Magnaporthe in Reisepidermiszellen über Plasmodesmata von Zelle zu Zelle 
erfolgt. Die Beobachtung des Wachstums von invasiven Hyphen in 
Gerstenepidermiszellen, bei dem lokale Fluoreszenz an der Epidermis-Zellwand, 
wo sekundäre Hyphen auf diese stoßen (Abbildung 3.3.5 G-I) auftritt, deutet 
darauf hin, dass es sich möglicherweise ebenfalls um Plasmodesmata handelt, die 
der Pilz in Gerstenzellen nutzt, um in die Nachbarzellen einzuwachsen und die 
Pflanze mittels Calloseablagerung möglicherweise versucht, diese zu verschließen 
und den Pilz an der weiteren Ausbreitung zu hindern. 
 
Transkriptakkumulationen von HvGSL1 bis HvGSL7 korrelieren nicht mit 
M. oryzae Befall  
Die Transkriptakkumulationen der sieben bisher bekannten Glukansynthase-Gene 
(Schober et al. 2009) wurden mittels RT-qPCR in Blattgewebe von Genotypen 
IngridMlo und BCIngridmlo5 bestimmt (Abbildung 3.8.2). 
Von allen sieben bisher bekannten Glukansynthase-Genen HvGSL1 bis HvGSL7 
konnten Transkripte in Primarblättern der Gerste in beiden Genotypen zu allen 
untersuchten Zeitpunkten detektiert werden, wobei sich die Transkriptmengen 
der einzelnen Gene teilweise deutlich unterschied, z.B. waren HvGSL5 und 
HvGSL6 nur sehr gering in Gerstenprimärblättern exprimiert, während von 
HvGSL2 die höchsten Transkriptmengen detektiert wurden. Diese Beobachtungen 
passen zu Analysen von Schober et al. (2009), die die Expression der 
Glukansynthasen in unterschiedlichen Geweben, Organen und 
Entwicklungsstadien untersucht haben und dabei zeigen konnten, dass die 
einzelnen Gene in verschiedenen Geweben unterschiedlich exprimiert sind, z.B. 
werden HvGSL1 und HvGSL5 in den Wurzeln junger Keimlinge reichlich 
exprimiert, während HvGSL7-Transkripte in relativ hohen Mengen entlang der 
Längsachse von zwei Wochen alten Keimlingen detektiert wurden (Schober et al. 
2009). 
Eine Korrelation der Transkriptmengen mit dem Befall durch M. oryzae konnte in 
keinem der beiden Genotypen (Mlo bzw. mlo5) für keines der Glukansynthase-
Gene festgestellt werden. Dies spricht für die Theorie, dass Glukansynthasen im 
Gewebe schon vor Befall, möglicherweise in einer inaktiven Form, vorliegen (Riehl 
et al. 1984). Für die Glukansynthase AtGSL5 in Arabidopsis konnte gezeigt 
werden, dass sie zur Bildung von Callose bei Verwundung und in Papillen benötigt 
wird (Jacobs et al. 2003; Nishimura et al. 2003). Überraschenderweise waren 
Arabidopsis-Mutanten, die bei Pathogenbefall keine Callose mehr bilden konnten, 
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gegen normalerweise virulente biotrophe pilzliche Pathogene resistent (Jacobs et 
al. 2003). Zusätzlich zum Verlust der Callosesynthase reichte eine zweite 
Mutation im SA-Signalweg aus um die Anfälligkeit wieder herzustellen. Daraus 
schlossen Nishimura et al. (2003), dass die Callose oder Callosesynthase den SA-
Abwehrweg negativ reguliert. Das HvGSL7-Protein der Gerste zeigt eine hohe 
Übereinstimmung mit AtGSL5 von Arabidopsis (Schober et al. 2009). Ob es in 
Gerste eine ähnliche Funktion übernimmt wie in Arabidopsis ist bisher noch 
unklar und könnte beispielsweise durch Silencing-Experimente mittels der VIGS-
Technik in Gerste untersucht werden. 
Auffällig war, dass in allen Proben von Blättern des Genotyps mlo5 im Vergleich 
zu Mlo ein erhöhter basaler Level an HvGSL4-Transkript relativ zu Ubiquitin 
detektiert wurde (Abbildung 3.8.2). Da mlo-Mutanten der Gerste spontan Callose 
ablagern (Panstruga 2005; Wolter et al. 1993), könnte dies möglicherweise ein 
Hinweis sein, dass die spontane Callosebildung in Zusammenhang mit HvGSL4 
gebracht werden kann. 
 
4.6. Differenzierung von Pilzen auf der Blattoberfläche der 
Gerstenmutante emr1 
Die Gerstenmutante emr1 besitzt eine erhöhte Magnaporthe oryzae Resistenz in 
einem hyperanfälligen mlo-genetischen Hintergrund bei gleichzeitiger Resistenz 
gegen Bgh aufgrund des mlo5-Allels (Jansen & Schaffrath 2007). Bei der Analyse 
der epicuticularen Wachse von Primärblättern von Mlo-, mlo5- und emr1-Pflanzen 
stellte sich heraus, dass die emr1-Mutante nur 1/4 (2,5 µg/cm2) des 
Gesamtwachsgehalts im Vergleich zu MLO- und mlo5-Pflanzen (je etwa 10 
µg/cm2) aufwies (Jansen Marcus, Dissertation 2007). Zusätzlich unterschied sich 
die Wachszusammensetzung der emr1-Mutante von MLO- und mlo5-Pflanzen in 
der Weise, dass der Anteil des C26-Alkohols auf 1/10 der Menge von MLO- und 
mlo5-Pflanzen abnahm; der Anteil des C24-Alkohols stieg in der emr1-Mutante 
dagegen um etwa 300% im Vergleich zu mlo5-Pflanzen an; der Anteil des C28-
Alkohols ist in emr1 stark reduziert auf 14% gegenüber mlo5 und die Menge des 
C26-Aldehyds ist um 90% reduziert im Vergleich zu mlo5 (Jansen Marcus, 
Dissertation 2007). Jansen & Schaffrath (2007) konnten die erhöhte Resistenz 
von emr1-Pflanzen gegen M. oyzae mit einer Zunahme der Rate an effektiven 
Papillen im Vergleich zu mlo5-Pflanzen korrelieren und nahmen daher an, dass 
die Resistenz durch die emr1-Mutation einen stärkeren Einfluss auf den 
Penetrationsvorgang als auf die Abwehr von pilzlichen Strukturen innerhalb der 
Blätter hat. Als Tsuba et al. (2002) und Hansjakob et. al. (2010) langkettige 
Aldehyde mit der Entwicklung von Prepenetrations-Strukturen von Bgh in 
Verbindung brachten, stellte sich die Frage, ob auf Blättern der emr1-Mutante, 
die einen reduzierten Gehalt an C26-Aldehyd aufweisen, ebenfalls die Entwicklung 
von Bgh beeinträchtigt ist und ob die erhöhte Resistenz gegen Magnaporthe 
möglicherweise auch durch Beeinträchtigung der Pilzentwicklung auf der 
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Oberfläche vor der Penetration dazu beiträgt, dass die Pflanze eine effektive 
Abwehr mittels Papillen ausbilden kann.  
 
emr1-Mutation der Gerste reduziert die Konidien-Keimungsrate und 
Appressorienbildungsrate des Echten Mehltaus (Blumeria graminis)  
Sowohl Konidien von angepassten wie auch nicht angepassten Isolaten des 
Echten Mehltaus (Bgh bzw. Bgt) werden auf Blättern der Gerstenmutante emr1 
unabhängig vom Mlo-Lokus in ihrer Keimrate beeinträchtigt (Abbildung 3.9.2). 
Während auf Wildtyp Emr1-Pflanzen (Mlo Emr1; mlo5 Emr1) nur etwa 7% der 
Bgh-Konidien nicht keimten, stiegt die Rate der nicht gekeimten Konidien auf 
emr1-Pflanzen (Mlo emr1; mlo5 emr1) um mehr als das dreifache auf über 25% 
an. Gleichzeitig sankt die Rate mit der ausdifferenzierte Appressorien gebildet 
wurden von 85% (Mlo Emr1; mlo5 Emr1) auf etwa 63% auf emr1-Pflanzen (Mlo 
emr1; mlo5 emr1). Ein ähnliches Bild ergab sich für die Keimung von Bgt-
Konidien und die Bildungsrate von Appressorien, wobei anzumerken ist, dass auf 
Wildtyp Emr1-Planzen (Mlo Emr1 und mlo5 Emr1) ein größerer Anteil der Bgt-
Konidien (etwa 17%) in Vergleich zu Bgh-Konidien (etwa 7%) nicht gekeimt 
waren. Auf emr1-Pflanzen nahm auch die Rate von nicht gekeimten Bgt-Konidien 
signifikant auf 29% (Mlo emr1) bzw. 32% (mlo5 emr1) zu. 
Demnach scheinen sowohl angepasste wie auch nicht angepasste Getreide-
Mehltau-Spezies durch die emr1-Mutation in ihrer Keimung und Entwicklung 
beeinträchtigt zu werden. Diese Beobachtungen passen zu Ergebnissen der 
Studien von Tsuba et al. (2002), Hansjakob et al. (2010 und 2011), die den C26-
Aldehyd der Wachsschicht als Komponente der Cuticula identifizierten, die bei 
Bgh/Bgt die Konidien-Keimung und Appressorienbildung induziert.  
An der Induktion der Entwicklung von appressorialen Keimschläuchen von Bgh 
sind noch andere Bestandteile der Cuticula beteiligt, wie zum Beispiel Cutin-
Monomere, die durch Cutinase-Enzyme des Pilzes bei der Entwicklung auf der 
Blattoberfläche freigesetzt werden (Francis et al. 1996). Neben der chemischen 
Zusammensetzung der pflanzlichen Cuticula können physikalische Parameter wie 
die Hydrophobizität der Oberfläche ebenfalls eine wichtige Rolle beim 
Penetrationsprozess pilzlicher Pathogene spielen und Zabka et al. (2008) stellten 
fest, dass eine ausreichend hohe Oberflächen-Hydrophobizität zur Keimung und 
Appressorien-Differenzierung von Bgh Konidien auf wachsbesprühten Glas-
objektträgern in Anwesenheit von n-Hexacosanal (C26-Aldehyd) benötigt wird. Da 
auf der emr1-Mutante die Wasserretention stark erhöht und damit die 
Hydrophobizität der Oberfläche verändert ist (Jansen Marcus, Dissertation 2007), 
kann dies auch auf den Prepenetrationsprozess von Bgh/Bgt Einfluss haben. 
Außerdem zeigten rasterelektronen-mikroskopische Aufnahmen der emr1-
Blattoberfäche, dass viel weniger Wachskristalle als bei mlo5-Pflanzen vorhanden 
waren und es Cuticula-Bereiche ohne aufgelagerte Wachskristalle gibt.  
Es scheinen mehrere chemische und/oder physikalische Faktoren der 
Wirtpflanzen-Oberfläche für die Differenzierung von Blumeria graminis nötig zu 
sein und nicht jeder Schritt in der pilzlichen Differenzierung ist von nur einem 
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einzigen auslösenden Faktor abhängig (Tsuba et al. 2002). Beispielsweise führt in 
der glossy11 (gl11) Mutante von Mais eine komplette Abwesenheit von 
langkettigen Aldehyden zwar zu einer starken Inhibition der Keimung von 
Kondien des Nichtwirtpathogens Bgh (etwa 60% keimen nicht), aber nicht zu 
einer vollständigen Unterrückung der Keimung (Hansjakob et al. 2011).  
 
Pilze der Gattung Magnaporthe werden auf der Blattoberfläche der 
Gerstenmutante emr1 in ihrer Entwicklung nicht beeinflusst 
Wurden ein Wirt- oder Nichtwirt-Isolat von Magnaporthe (TH6772 bzw. CD180) 
zur Inokulation verwendet, so zeigte sich 16 Stunden nach Inokulation kein 
eindeutiger Effekt der emr1-Mutation auf die Keimung und Entwicklung der 
Konidien. Von TH6772 keimten etwa 15%-20% und von CD180 durchschnittlich 
etwa 15% der Konidien nicht, unabhängig auf welchem Genotyp (Mlo Emr1; Mlo 
emr1; mlo5 Emr1; mlo5 emr1). Es konnte lediglich eine Tendenz festgestellt 
werden, dass auf emr1-Mutanten unabhängig vom Mlo-Lokus die Keimung von 
Magnaporthe mit zwei Keimschläuchen reduziert war (Mlo emr1; mlo5 emr1) und 
die Häufigkeit der Bildung von einem Keimschlauch mit Appressorium zunahm 
(Abbildung 3.9.4).  
Eine Entfernung der Wachsschicht von weniger anfälligen emr1(mlo5)- Pflanzen 
führte zu einer Steigerung der Befallsstärke mit M. oryzae, wobei unbehandelte 
Pflanzen im durchschnitt 18 blasts pro Blatt und emr1-Pflanzen mit entfernter 
Wachsschicht etwa 50 blast pro Blatt aufwiesen (Jansen Marcus, Dissertation 
2007). Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass eine Wachsschicht in emr1(mlo5) 
-Pflanzen eher bei der M. oryzae- Abwehr von der Pflanze in Form einer 
präformierten Barriere benötigt wird, als für die Entwicklung von M. oryzae auf 
der Blattoberfläche vor der Penetration. Für M. oryzae stellt die veränderte 
Wachsschicht immer noch eine Barriere dar, die den Erfolg des Pathogens bei der 
Infektion reduziert. Bei M. oryzae scheinen Cutin-Monomere eine Rolle bei der 
Prepenetrationsenwicklung zu spielen, da für Cutin-Monomere von Reisblättern 
berichtet wurde, dass sie die Keimung und Appressorien-Entwicklung von M. 
oryzae stimulieren (Gilbert et al. 1996). In Colletotrichum gloeosporioides 
induzieren primäre Alkohole ab einer Kettenlänge von C24 die Differenzierung von 
Appressorien auf der Wirtpflanze Avocado (Podila et al. 1993). Der veränderte 
Alkoholgehalt in der em1-Mutante scheint sich nur in sehr geingem Umfang auf 
die Prepenetrationsentwicklung von TH6772 oder CD180 auszuwirken.  
Insgesamt scheint es je nach pilzlichem Pathogen verschieden zu sein, welche 
chemischen Stoffe und physikalischen Eigenschaften der pflanzlichen 
Blattoberfläche für Prepenetrations-Entwicklungsprozesse benötigt werden. 
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4.7. Fachdidakische Ausarbeitungen 
Identifizierung eines geeigneten Pflanze-Pilz-Systems für den Einsatz in 
der Schule  
Das System Gerste/Echter Mehltau wurde ausgewählt, um mit den SuS in der 
Schule Versuche aus dem Themenbereich der Phytopathologie praktisch 
durchführen zu können. Als Versuche bieten sich dabei an, die Interaktion 
mikroskopisch zu untersuchen oder die Abwehrreaktionen in Form einer 
Enzymaktivitätsmessung zu quantifizieren. Die Mikroskopie von infizierten 
Gerstenpflanzen unter „Laborbedingungen“ im Vergleich zu weniger optimalen 
Bedingungen in der Schule (Abb. 3.10.1) hat ergeben, dass die 
Anzuchtbedingungen die wissenschaftlichen Ergebnisse nahezu nicht 
beeinflussen. Aufgrund dessen ist es den SuS möglich, den wissenschaftlichen 
Resultaten vergleichbare Ergebnisse in der Schule zu erzielen und damit ihre 
experimentellen Fertigkeiten zu festigen und letztlich wissenschaftlich in der 
Schule zu arbeiten. Das Pflanze/Pilz-System wurde bereits für den Schulunterricht 
in einer didaktischen Zeitschrift vorgestellt (Ulferts & Schaffrath 2011).  
 
Entwicklung von Schulversuchen bzw. Modellen auf Basis wissen-
schaftlicher Experimente und Vorstellungen 
Die Mikroskopie des Gerstenmehltaus und die experimentelle Bestimmung der 
Peroxidaseaktivität nach Befall können dazu beitragen, dass die SuS ihr bereits 
erworbenes Wissen über pflanzliche Zellen bzw. Enzyme erweitern und vernetzen. 
Außerdem üben sie ihre experimentellen Fertigkeiten und letztlich das 
wissenschaftliche Arbeiten, indem sie Hypothesen aufstellen, Versuchsreihen 
planen, durchführen und letztlich ihre Hypothesen überprüfen (Ulferts & 
Schaffrath 2011). Die zugehörigen Aufgaben in den Bausteinen 2, 5 und 6 
unterstützen das geforderte wissenschaftspropedeutische Arbeiten in der 
gymnasialen Oberstufe (Ministerium für Schule und Weiterbildung, Wissenschaft 
und Forschung des Landes NRW, 1999) und fördern den Aufbau verschiedener 
Kompetenzen aus dem Kompetenzbereich „Methoden“ (Kultusministerkonferenz, 
2004). Zwei Modelle konnten auf Grundlage der wissenschaftlichen Vorstellungen 
für die SuS aufbereitet werden: ein zweidimensionales Modell von Pilzen in 
Interaktion mit Pflanzenzellen (Baustein 3) und eine Funktionsmodell der 
osmotischen Vorgänge innerhalb eines Appressoriums (Baustein 4). Beide Modelle 
fördern die naturwissenschaftlichen Kompetenzen im Umgang mit Modellen 
(Kultusministerkonferenz, 2004).  
Erstellung von materialgebundenen Aufgaben  
Die erstellten Aufgaben orientieren sich in ihrer Form an den Aufgaben, die für 
die Sekundarstufe I von Lücken et al. (2008) entwickelt wurden, sind jedoch für 
den Einsatz in der Sekundarstufe II ausgelegt. Getreidearten wurden bereits in 
einer Ausgabe von Unterricht Biologie (Harms et al. 1992) thematisiert, 
Schaderreger, wie Echter Mehltau, wurden dort jedoch nicht angesprochen. Da 
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dieser Erreger bei uns häufig vorkommt und zu Ertragseinbußen an 
einheimischem Getreide führt, bietet sich eine Thematisierung im Schuluntericht 
an. Den SuS ist er aus ihrer eigenen Erfahrungswelt häufig bereits bekannt. 
Ausgehend von dem Phänomen einer befallenen Pflanze, können die SuS in 
einem problemorientierten Unterricht unterschiedliche Fragestellungen 
entwickeln. Mithilfe dieser Fragen können verschiedene Themenbereiche der 
gymnasialen Oberstufe, wie z.B. Ökologie, Evolution und Genetik, abgedeckt 
werden. Die Vererbung und Auskreuzung von Herbizid-/Insektizid-Resistenzen bei 
Raps wurde bisher thematisiert oder die Entwicklung gentechnisch veränderten 
Pflanzen, wie Reis (Wöhrmann & Jantzen 1996; Meyhöfer 2002; Elster 2011). Die 
in Baustein 7 entwickelte Aufgabe bietet den SuS eine besonders anschauliche 
Möglichkeit, die Auswirkungen des Genotyps einer Pflanze auf das 
Keimungsverhalten eines Pilzes zu untersuchen und ihr Wissen über Mutationen 
zu erweitern.  
In einer Ausgabe der Zeitschrift Praxis der Naturwissenschaften Biologie (PdN) 
(Jungbauer, 2005) wurden Pflanzenhormone in verschiedenen Kontexten 
thematisiert, wobei hauptsächlich das Hormon Ethylen angesprochen wurde. 
Wüller et al. (2011) haben die Wirkung von Salicylsäure im Zusammenhang mit 
Trockenstress für den Schulunterricht aufbereitet. Die Aufgabe aus Baustein 7 
erweitert die Betrachtungen über Pflanzenhormone um den Aspekt der 
Auswirkungen auf die Ausprägung von Krankheitssymptomen. Auf Grundlage 
dieser Zusammenhänge ist es den SuS möglich, Ansätze zur Bekämpfung von 
Pflanzenkrankheiten zu entwickeln und zu reflektieren. Außerdem bereichert es 
die in PdN (Jungbauer, 2004) geführte Diskussion über die globalen 
Ernährungsprobleme mit neuen Lösungsansätzen. 
Erprobung der erarbeiteten Lernmaterialien im Schulunterricht 
Bisher wurde ein Teil der erstellten Lernmaterialien im Unterricht der Schule 
erprobt. Die Isolation von Peroxidaseenzymen aus Gerstenblättern wurde mit SuS 
eines Biologiekurses der gymnasialen Oberstufe durchgeführt. Eine Evaluation hat 
gezeigt, dass grundsätzlich mehr praktisches Arbeiten von den SuS gewünscht 
wird und der entwickelte Versuch geignet ist, an das Fachwissen der SuS im 
Bereich der Biokatalyse anzuknüpft. Außerdem war der Kontext 
„Pflanzenkrankheiten“ für die SuS interessant, da er Anwendungsbereiche für das 
Fachwissen zur Enzymatik aufgezeigt hat. 
Etablierung einer Schüleruniversität im Fach Biologie an der RWTH  
Der Besuch einere Schüleruniversität ist eine Möglichkeit, die den SuS mit 
Abschluss der Jahrgangstsufe 9 von der RWTH angeboten wird, um die MINT-
Fächer (Mathematik, Informatik, Naturwissenschaften und Technik) genauer 
kennenzulernen (homepage der RWTH Aachen). Mit dem zusammengestellten 
Programm ist das Vorhaben, eine Schüleruniversität im Fach Biologie anzubieten, 
erfolgreich unter Zufriedenheit der SuS umgesetzt worden, wie die durchgeführte 
Evaluation zeigte.  
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5. Zusammenfassung 
Fachwissenschaftlicher Teilbereich 
In der Interaktion von Gerste mit phytopathogenen Pilzen der Gattung 
Magnaporthe wurde der Einfluss von Phytohormonen und Hordatinen auf die Wirt- 
bzw. Nichtwirt-Interaktion untersucht. Außerdem wurden auf einer 
Gerstenmutante mit veränderter Zusammensetzung der Oberflächenwachse 
(emr1) Prepenetrations-Entwicklungsprozesse von phytopathogenen Pilzen 
untersucht. 
Allgemein hatte die exogene Applikation von Phytohormonen einen größeren 
Einfluss auf die Wirt- als auf die Nichtwirt-Interaktion. Hierbei steigerte exogen 
applizierte Abscisinsäure (ABA) die Anfälligkeit der Gerste gegenüber M. oryzae in 
nahezu allen untersuchten Gerstenkultivaren. Diese erhöhte Anfälligkeit konnte 
fluoreszenzmikroskopisch mit einer verminderten Akkumulation von 
autofluoreszierendem Material an den Interaktionsstellen korreliert werden. 
Während die exogene ABA-Applikation keine Veränderung bezüglich der 
Akkumulation von Wasserstoffperoxid zeigte, reduzierte sich der Gehalt an 
Callose in den Papillen unterhalb der Penetrationsstellen. Allerdings konnte dies 
nicht direkt mit verstärktem Hyphenwachstum des Pathogens korreliert werden. 
Die Untersuchung der Gerstenmutante Az34 bestätigte die beobachtete 
Korrelation des Anfälligkeitsgrades der Gerste mit dem ABA-Gehalt, da hier eine 
Mutation in der ABA-Biosynthese zur verminderten Anfälligkeit führte. Eine 
exogene ABA-Applikation komplementierte diesen Phänotyp und machte die 
Mutante wieder anfälliger gegenüber M. oryzae. Endogene ABA-Messungen 
mittels HPLC-MS-Analysen von Gesamtblattextrakten nach Inokulation ergaben 
allerdings keine Veränderung des ABA-Gesamtgehalts im Vergleich zu Kontrollen. 
Dies ist möglicherweise auf eine fehlende Sensitivität der Messmethode bzw. auf 
die geringe Zahl infizierter Zellen bezogen auf das Gesamtblatt zurückzuführen. 
Versuche mit exogener Applikation von Gibberelinsäure (GA) deuteten darauf hin, 
dass in Gerste neben ABA auch Gibberellinsäure die Anfälligkeit in der Wirt-
Interaktion gegenüber M. oryzae erhöht. In GA-Biosynthesemutanten und GA-
Rezeptormutanten war die Ausbildung einer Penetrationsresistenz basierend auf 
Papillen erhöht, was  darauf hindeutet, dass sowohl GA-Biosynthese als auch die 
GA-Erkennung über den Rezeptor zur Anfälligkeit in der Interaktion von Gerste 
mit M. oryzae beitragen. 
Eine erhöhte Anfälligkeit der Gerste in der Wirtinteraktion mit M. oryzae konnte 
ebenfalls in pharmakologischen Versuchen nach Applikation des PAL-Inhibitors 
(AiP) beobachtet werden. Da insbesondere die Penetrationsabwehr der Gerste 
gegen M. oryzae betroffen war, deutete dies daraufhin, dass Komponenten des 
Phenylpropanstoffwechsels, wie beispielsweise Vorstufen der Hordatine, für diese 
Abwehrreaktion essentiell sein könnten. Um die Rolle der Hordatine genauer zu 
untersuchen, wurde die Transkriptakkumulation verschiedener, möglicherweise 
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an der Hordatinbiosynthese beteiligter Gene mittels RT-qPCR zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach Inokulation der Gerste mit Pilzen der Gattung Magnaporthe 
bestimmt. Dabei konnten gesteigerte Transkriptakkumulationen der Agmatin-
coumaroyl-transferase (HvACT) und der Peroxidase HvPrx7 in Gerste mit 
zunehmendem M. oryzae–Befall korreliert werden. Außerdem zeigten POX-
Aktivitätsmessungen von Gesamtblattextrakten mit verschiedenen Substraten 
eine Zunahme der POX- Aktivität nach Inokulation. Der histologische Nachweis 
von guanidingruppen-haltigen Substanzen (u.a. enthalten in Hordatinen bzw. 
deren Vorstufen) in der Gerste/Magnaporthe Interaktion deutete darauf hin, dass 
guanidinhaltige Substanzen zur Effektivität der Papillen beitragen, allerdings 
zeigte sich kein Unterschied zwischen Wirt- und Nichtwirt-Interaktion. Obwohl 
sich eine Beteiligung von Hordatinen bei der Penetrationsresistenz in der 
untersuchten Interaktion andeutete, konnte dieser letztendlich nicht abschließend 
bewertet werden. 
In einem Nebenprojekt konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion der 
Oberflächenwachse wie sie in der Gerstenmutante emr1 vorkommt, die 
Keimungsrate der Konidien und die Bildung der Appressorien bei Wirt- und 
Nichtwirt-Isolaten des Echten Mehltaus (Blumeria graminis f.sp. hordei und Bg 
f.sp. tritici) beeinträchtigt. Auf die Prepenetrations-Entwicklung von Pilzen der 
Gattung Magnaporthe konnte dagegen kein eindeutiger Effekt der emr1-Mutation 
festgestellt werden. 
 
Fachdidaktischer Teilbereich 
Um Schülerinnen und Schüler an aktuelle wissenschaftliche Forschungsansätze 
aus dem Bereich der Phytopathologie heranzuführen, wurde zunächst der Echte 
Mehltau (Blumeria graminis f.sp. hordei, Bgh) als Pathogen ausgewählt und in der 
Interaktion mit Gerste für eine potentielle Nutzung in der Schule untersucht. Auf 
Grundlage der Forschungsergebnisse in beiden Interaktionen der Gerste mit 
Pilzen der Gattung Magnaporthe und Bgh wurden operationalisierte Aufgaben in 
Form eines Bausteinprinzips entwickelt, die neben Sachinformationen und 
Texterschließungsstrategien auch praktische Arbeiten in Schulexperimenten, z.B. 
zu Mikroskopie und Enzymatik, und Einsatz von Modellen, z.B. zweidimensionale, 
dynamische Modelle zur Interaktion von Pilzen mit Pflanzen und ein 
Funktionsmodell zu osmotischen Vorgängen, umfassen. Entsprechend den 
Einheitlichen Anforderungen in der Abiturprüfung (Kultusministerkonferenz, 2004) 
wurden für die einzelnen Aufgaben die jeweils angesprochenen Kompetenzen mit 
Anforderungsbereichen angegeben. Eine beispielhafte Kombination der Bausteine 
zu einer Unterrichtseinheit zeigt Einsatzmöglichkeiten im Unterricht der 
gymnasialen Oberstufe auf. Eine Erprobung einzelner Bausteine im 
Schulunterricht ermöglichte bereits eine erste Evaluation durch die Zielgruppe. 
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6. Summary 
In this study current scientific research methodology was linked to education of 
biology in secondary school by developing teaching aids for students and a 
teaching sequence based on the results of investigations of disease resistance in 
barley to fungi of the genus Magnaporthe.  
A possible impact of phytohormones and hordatines on host- and nonhost- 
interactions of barley with fungi of the genus Magnaporthe was examined. 
Generally the exogenous application of phytohormones had a stronger impact on 
host- than on nonhost interactions. Exogenous application of abscisic acid (ABA) 
increased susceptibility of barley to M. oryzae (host-interaction) in nearly all 
barley cultivars examined. This increased susceptibility after ABA-treatment in 
host-interaction correlates with a reduced accumulation of autofluorescent 
material in cell wall appositions (papillae) at penetration sides. Additionally, 
increased susceptibility of barley to M. oryzae was observed in pharmacological 
studies by application of 2-aminoindan-phosphonic acid (AiP); AiP inhibits L-
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) enzyme activity, the core enzyme of 
phenylpropanoid metabolism. After application of AiP the penetration-defense of 
barley against M. oryzae was reduced as observed by microscopic investigations, 
which indicates that compounds deriving from phenylpropanoid metabolism, 
potentially hordatines, are necessary for defense-reactions in barley. An analysis 
of transcript- accumulation of different genes involved in hordatine- biosynthesis 
was performed by RT-qPCR during infection of barley with M. oryzae. A 
histological approach (staining of guanidine compounds) indicates that guanidine 
containing substances such as hordatines and their precursors contribute to the 
formation of papillae. Furthermore a barley mutant altered in its wax composition 
on leaf surface (emr1) was investigated for alterations of pre- penetration 
infection structures of different plant-pathogenic fungi.  
To train students` knowledge and understanding of current scientific 
research methodology in biology the barley-powdery mildew (Blumeria graminis 
f.sp. hordei, Bgh) system was selected as an example for a plant-pathogen 
interaction, which was tested for use in school. Based on the results of the 
interactions of barley with Bgh and Magnapothe, respectively, exercises were 
designed for students in secondary school. All exercises were developed as a 
modular system, which contains a variety of methods to make scientific texts for 
students accessible, to perform scientific experiments or to practice handling 
scientific models. Education standards (Kultusministerkonferenz, 2004) were 
taken into account to ensure high quality for each exercise to enable students to 
gain experience in the appropriate skills and requirements. Furthermore, one 
possible combination of exercises to a teaching sequence is given to show 
possibilities for use in secondary school. Some exercises have already been 
tested in school and were evaluated by students. 
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8.3. Arbeitsmaterialien und Erwartungshorizonte 
8.3.1. Baustein 1  
Aufgabe: Echter Mehltau an Getreidepflanzen- ein Pilz bedroht die 
Getreideernte? 
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M1 Der Echte Mehltau an Getreidepflanzen   
 
Echte Mehltaupilze an Getreide 
Auf folgenden Internetseiten finden Sie Informationen zum Echten Mehltau an Gerste 
und Weizen  
http://www.pk.uni-bonn.de/lehrgarten/dokumente/BLUMGR.pdf(10.7.12) 
http://www.oekolandbau.de/erzeuger/pflanzenbau/pflanzenschutz/schadorganismen-
im-ackerbau/weizen/echter-mehltau-blumeria-graminis-f-sp-tritici-ehem-erysiphe-
graminis-f-sp-tritici/ (10.7.12) 
http://www.oekolandbau.de/erzeuger/pflanzenbau/pflanzenschutz/schadorganismen-
im-ackerbau/gerste/echter-mehltau-blumeria-graminis-f-sp-hordei-ehem-erysiphe-
graminis-f-sp-hordei/ (10.7.12): 
Anhaltspunkte zur Erstellung eines Steckbriefs: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Reich: Pilze (Fungi) 
Ordnung: Schlauchpilze (Ascomyceten) 
befallene 
Pflanze(n):________________________________
________ 
wissenschaftl. Name(n): 
_____________________________________ 
_________________________________________
________________. 
Symptome: 
_____________________________________________
_____________________________________________
_________________________ 
Ernteverluste: 
_____________________________________________
___________ 
Bekämpfungsmöglichkeiten: 
_____________________________________________
______ 
_____________________________________________
____________ 
zusätzlich 
Wissenswertes:_______________________________
Steckbrief: Echte Mehltaupilze 
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M2 Der Echte Mehltau an Getreidepflanzen   
 
Lebenszyklus des Echten Mehltaus der Gerste 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von Blumeria graminis f.sp. 
hordei. (nach Both & Spanu 2004, verändert; Fotos: S. Ulferts/RWTH Aachen) 
 
neue Fachbegriffe:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
zusätzliche Informationen: 
Bei dem Echten Mehltau handelt es sich um einen Ektoparasiten, der nur seine 
Saugorgane (Haustorien) in die Pflanzenzelle einsenkt, während die Sporen und das 
Mycel auf der Blattoberfläche bleiben. Im Sommer vermehrt er sich hauptsächlich 
asexuell durch Bildung von Sporen, die mit dem Wind verbreitet werden. Den Winter 
überlebt der Pilz entweder als Mycel an Wintergetreide oder nach sexueller 
Vermehrung als Fruchtkörper an Pflanzenresten auf dem Feld.  
 
Spore/n (Verbreitungseinheit, auch Konidium/Konidien)            sporulieren             
asexuelle Vermehrung          primärer Keimschlauch                        appressorialer 
(sekundärer) Keimschlauch                     Appressorium (Haftorgan; entwickelt sich 
an der Spitze des sek. Keim-schlauchs)            Hyphe/n                     Haustorium 
(Saugorgan; entsteht unterhalb des Appressoriums in der Zelle)            sexuelle 
Vermehrung               Kleistothecium/ Kleistothecien (Fruchtkörper als Über-
dauerungsorgan(e), welche die Ascosporen enthalten)         Mycel (Hyphengeflecht) 
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M3 Der Echte Mehltau an Getreidepflanzen  
 
Bedingungen für eine Mehltauinfektion 
 
Aufzeichnungen von Wetterstationen bieten Forschen und Landwirten die 
Möglichkeit einzuschätzen, wann die Gefahr einer Mehltauinfektion hoch bzw. 
niedrig ist.  
Echte Mehltau-Pilze können im Gegensatz zu andern pilzlichen Pathogen, die auf 
Pflanzenoberflächen einen Wasserfilm zur Weiterentwicklung benötigen, 
auskeimen und eine Infektion verursachen, wenn die relative Luftfeuchtigkeit in 
der Umgebung der Pflanze hoch genug ist. Bei einigen Mehltau-Pilzen finden die 
meisten Infektionen bei einer Luftfeuchte zwischen 50% und 70% statt. Das 
Ausmaß des Mehltaubefalls ist durch nasses Wetter limitiert und allgemein treten 
Erkrankungen durch Echte Mehltaupilze häufiger in trockeneren Gegenden der 
Welt auf. Die Bedeutung von Mehltau als Schaderreger nimmt dementsprechend 
ab, wenn der Regen zunimmt und in Gegenden mit viel Regen und längeren 
Regenperioden werden andere Krankheitserreger auftreten (Agrios, 2005). 
 
Hinweis zur Bearbeitung der Aufgabe: Das Diagramm (Abbildung 1) enthält 
mehr Angaben als Sie zum Lösen der Aufgabe benötigen.  
 
Abbildung 1: Klimadiagramm vom April 2012 der Wetterstation Marburg 
(http://www.wettereule.de/mitte/marburg/archiv/2012/1204.php, 13.08.12) 
 
Quellenangabe:  
[1] http://www.wettereule.de/mitte/marburg/archiv/2012/1204.php (13.08.12) 
[2 ]Agrios George N.: Plant Pathology, 5th edition, Elsevier, 2005 
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Erwartungshorizont: 
 
Teilaufgabe mit AFB und Kompetenzbereichen (F, FK, NK, AK, K, R; vgl. Tab. 8.3.1) und 
erwarteter Leistung 
1.1 
 
AFB I 
 
 
AK1;  
K1 
Weizen; Echter Mehltau des Weizens Blumeria graminis f.sp. tritici; Symptome: 
nesterweise chlorotische Verfärbung; Bildung weißer, watteartiger Pusteln auf 
den Pflanzen (Blättern und Blattscheiden); später pelzig brauner Belag mit 
Pünktchen = kugelige Fruchtkörper (Kleistothecien); vorzeitiges Absterben 
befallener Pflanzenorgane; Ernteverluste: hohe Ertragsverluste, im Einzelfall 
mehr als 25%; aufgrund mangelnder Fotosynthese Schmacht- oder 
Kümmerkornbildung; Bekämpfungsmöglichkeiten:, vorbeugende Maßnahmen: 
geeignete Sortenwahl; Bodenbearbeitung; Nachbarkulturen, sorgfältig 
ausgeglichene Düngung, geeignete Standortwahl; direkte Maßnahmen: 
Verwendung zugelassener Pflanzen-schutzmittel (derzeit auf Schwefelbasis im 
Ökolandbau), Behandlung mit Fungiziden 
Mögliches zusätzlich wissenswertes: z.B. auf den Wirt spezialisiert; obligater 
Parasit, bedeutet, dass er auf lebendes Pflanzengewebe angewiesen ist; 
Förderung des Mehltaubefalls durch trockene Blattflächen, hohe Luftfeuchtigkeit 
(kein Regen), geringe Sonneneinstrahlung und Temperaturen zwischen. 12 und 
20°C; bei niedriger Stickstoffversorgung (z.B. im ökologischen Landbau) ist der 
Befall durch Mehltau weniger problematisch; bei höherer Stickstoffversorgung 
ist ein Anstieg des Befalls zu erwarten  
Gerste; Echter Mehltau der Gerste Blumeria graminis f.sp. hordei; Symptombild 
wie bei Weizenmehltau, es werden bei Gerste auch Ähren befallen und die 
Fruchtkörperbildung ist weniger ausgeprägt; Verluste/ Bekämpfungs-
möglichkeiten: siehe Weizenmehltau; zusätzlich wissenswertes: es besteht eine 
zunehmende Altersresistenz gegen Mehltau; die Fruchtkörperbildung ist unter 
nord-westeuropäischen Klimabedingungen weniger ausgeprägt als beim 
Weizenmehltau 
 
1.2 
 
AFB I 
 
F2;  
FK 2+5 
K 2+3 
1) Im Sommer findet asexuelle Fortpflanzung mittels Bildung von Sporen statt, 
die durch den Wind verbreitet werden. Nachdem eine Spore auf der 
Blattoberfläche gelandet ist, bildet sich nach etwa vier Stunden ein primärer 
Keimschlauch. Nach etwa acht Stunden entwickelt sich ein appressorialer 
(sekundärer) Keimschlauch, der sich zu einem Appressorium weiter entwickelt, 
an dessen Ende sich später Hyphen ausbilden. 24 Stunden nach Kontakt der 
Spore mit dem Blatt ist ein Haustorium in der Pflanzenzelle entstanden. Nach 
drei Tagen hat sich eine sporulierende Kolonie entwickelt. Diese bildet neue 
Sporen, die in Form einer Sporenkette angeordnet sind. Mittels Wind können 
diese neuen Sporen verbreitet werden und somit neue Pflanzen infizieren.  
2) Zum Winter hin werden in der sporulierenden Kolonie Kleistothecien gebildet, 
die an Pflanzenresten auf dem Feld überleben. Diese Art der Fortpflanzung 
mittels Kleistothecien findet sexuell statt. Aus den Kleistothecien entstehen 
neue Sporen (Ascosporen), die im Frühjahr den Kreislauf erneut starten. 
 
1.3 
 
AFB II 
 
F1  
Parasitismus: Parasit ernährt sich von seinem Wirt und benötigt ihn zur 
Fortpflanzung; der Wirt hat keinen Vorteil durch den Parasiten. Der Mehltaupilz 
ist ein obligater Parasit, der auf lebendes Gewebe der Gerste angewiesen ist. Er 
bildet sein Saugorgan, das Haustorium, in den Epidermiszellen der Gerste und 
nimmt Nährstoffe aus den Zellen auf, wächst und reproduziert sich asexuell 
oder sexuell auf der Wirtpflanze. Dies schädigt den Wirt und es kann zu 
vorzeitigem Absterben befallener Pflanzenorgane kommen.  
 
1.4 
 
Förderung des Mehltaubefalls durch trockene Blattflächen, hohe Luftfeuchtigkeit 
(kein Regen M2 und aus M3: 50-70%), geringe Sonneneinstrahlung und 
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AFB II, 
III 
 
NK3  
Temperaturen zwischen. 12 und 20°C (aus M1). Daraus ergibt sich, dass im 
angegeben Diagramm für April 2012  
erst gegen Ende des Monats ab ca. 27.4 . sowohl die Luftfeuchte, als auch die 
Temp. (ohne Niederschlag) im oben angegebene Bereich liegen, die für eine 
Mehltauinfektion nötig sind und somit das Infektionsrisiko hoch liegt; über den 
Monat war es zu kalt bzw. es hat an (fast allen) Tagen mit Temperaturen über 
10 °C geregnet; das Risiko für eine Mehltauinfektion war gering. Bei wärmeren 
und trockeneren Bedingungen ist eine Zunahme des Mehltaubefalls zu erwarten, 
sofern die Luftfeuchte ausreichend hoch ist (mind. 50%). 
 
 
8.3.2. Baustein 2 
Aufgabe: Mikroskopische Analyse einer Mehltauinfektion der Gerste 
 
M1 Der Echte Mehltau an Getreidepflanzen   
 
Mikroskopische Analyse einer Mehltauinfektion der 
Gerste 
 
Materialien: Gerstensaatgut; 2 kleine, eckige Blumentöpfe; Gartenerde, mit 
Mehltau-infizierte Gerstenpflanzen; Plastikzelt; Umzugskarton; Schere; Entfärbe-
Lösung (Ethanol/Essigsäure-Lösung 3:1); 15 mL-Falkongefäße mit Schraubdeckel 
oder kleines Becherglas mit Deckel (z.B. Glaspetrischale); Tinte/Essigsäure-
Lösung, (10%Tinte in 25% Essigsäure)) 3 Petrischalen; Pinzette; Objektträger; 
Deckgläser  
 
Durchführung:  
1. Zur Anzucht der Versuchspflanzen: Füllen Sie etwa acht Tage vor 
Inokulation die Blumentöpfe mit Erde, wässern diese und legen in einer 
Reihe etwa 8 Gerstenkaryopsen. Bedecken Sie diese leicht mit einer 
Schicht Erde. Stellen Sie die Töpfe zur Anzucht der Pflanzen auf eine 
Fensterbank.  
2. Inokulation der Versuchspflanzen: Etwa sieben Tage alte 
Gerstenpflanzen werden mit Mehltau-Sporen infiziert. Dazu legen Sie die 
eckigen Töpfe so in eine Kiste (z.B. einen Umzugskarton), das die Blätter 
möglichst flach aufliegen (notfalls mit Klebstreifen fixieren), halten Sie 
dann eine mit Mehltau infizierte Pflanze darüber und schütteln die 
Pilzsporen ab. Danach schließen Sie den Karton, damit die Sporen auf die 
Blätter sinken können. Nach etwa 30 Minuten können Sie die Töpfe 
entnehmen und zum weiteren Wachstum unter ein Plastikzelt auf eine 
Fensterbank stellen.  
3. Ernte der Mikroskopieproben: 48 Stunden nachdem Sie die Pflanzen mit 
Mehltau-Sporen infiziert haben, schneiden Sie 4-5 Blätter mit einer Schere 
ab und legen sie in Ethanol-Essigsäure-Lösung um das Chlorophyll zu 
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entfernen. Dies dauert 2-3 Tage. Auf vollständig entfärbten Blättern färben 
Sie die Pilz-Strukturen mit Tinte/Essigsäure-Lösung an, indem sie die 
Blätter zuerst mit Wasser abspülen, dann 1 Minute in die Färbelösung 
legen und schließlich mit Wasser die überschüssige Färbelösung abspülen. 
Legen Sie die Blätter in Wasser auf Objektträger und legen ein Deckglas 
luftblasenfrei auf. Entfernen Sie überschüssiges Wasser vor der 
Mikroskopie.  
4. Durchführung und Auswertung der Mikroskopie: Suchen Sie auf 
einem Gerstenblatt mind. 50 Sporen (Interaktionsstellen) und ordnen Sie 
diese jeweils den einzelnen Kategorien (Papillle oder Haustorium) zu 
(Abb.1). Halten Sie ihre Ergebnisse tabellarisch fest.  
 
Abbildung 1: Die Interaktion von 
Gerste mit Echtem Mehltau, 48 
Stunden nach Inokulation: 
Lichtmikrosk. Aufnahmen zweier 
möglicher Interaktionskategorien, nach 
Tinte/Essigsäure-Färbung, 400fache 
Vergrößerung. 
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M2 Der Echte Mehltau an Getreidepflanzen   
 
Lichtmikroskopische Aufnahmen einer Gerste/Mehltau-
Interaktion 
 
Die Interaktion von Gerste 
mit Echtem Mehltau, 48 
Stunden nach Inokulation: 
Licht-mikroskopische Aufnahmen 
möglicher Interaktions-
kategorien, nach Tinte/ 
Essigsäure-Färbung, 400fache 
Vergrößerung. 
oben/Mitte: anfällige 
Epidermis-zelle in zwei 
verschiedenen Schärfeebenen 
fotografiert; der Pilz, der sich auf 
der Blattoberfläche befindet 
(oberes Bild) konnte ein 
Haustorium in der Zelle ausbilden 
(Bild in der Mitte) 
unten: Epidermiszelle, die den 
Penetrationsversuch des Pilzes 
abwehren konnte durch 
Verstärkung der Zellwand an der 
Angriffsstelle (Bildung einer 
Papille) 
 
 
App = Appressorium  
EZ= Epidermiszelle der Gerste 
H = Haustorium  
Kon = Konidie  
pKs = primärer Keimschlauch;  
sKs = sekundärer Keimschlauch;  
Pap = Papille (Abwehrreaktion der 
Pflanze zur Verstärkung der 
Zellwand); 
Zw = Zellwand 
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Erwartungshorizont: 
 
Teilaufgabe mit AFB und Kompetenzbereichen (F, FK, NK, AK, K, R; vgl. Tab. 8.3.1) und 
erwarteter Leistung 
1.1 
 
AFB III 
 
NK1  
 
Die SuS führen die Untersuchung nach Anleitung in M1 praktisch durch. 
1.2 
 
AFB I  
 
FK 3 
 
Die SuS zeichnen entweder eine Interaktionsstelle der Kategorie Haustorium 
(vgl. M2, oben) oder Papille (vgl. M2, unten) und beschriften diese 
entsprechend. 
1.3 
 
AFB I 
 
NK8  
AK5 
 
mögliches Ergebnis mehrer Blätter (Mittelwert mit Standardabweichung). 
 
 
1.4 
 
AFB I, 
II 
 
NK2  
K1 
  
 
Ergebnis mehrer Blätter: im Durchschnitt wurden 18% der Interaktionstellen 
der Kategorie Papille und 82% der Kategorie Haustorium zugeordnet. Die 
Standardabweichung vom Mittelwert ist gering. Einzelne Blätter können 
gegebenenfalls deutlicher abweichen, daher ist es nötig mehr als eine Pflanze zu 
untersuchen. 
1.5  
 
AFB III 
 
F1 
Jede einzelne angegriffene Zelle muß sich gegen den Angriff gekeimter Sporen 
zur Wehr setzten und eine Abwehrbarriere aus Zellwandmaterial (Papille) bilden.  
Dies kann bei einer Gerstensorte je nach Zelle, z.B. unterschiedlich schnell 
verlaufen und daher gibt es auf anfälligen Pflanzen auch Interaktionsstellen, an 
denen der Befall verhindert wurde. Je nachdem wie viele Zellen einer 
Gerstensorte in der Lage sind schnell eine Papille zu bilden, ist die Gerstensorte 
weniger oder stärker anfällig für den Echten Mehltau. 
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8.3.3. Baustein 3 
Aufgabe: Lebensweisen von Pilzen- Parasitismus oder Symbiose 
 
M1 Parasitismus oder Symbiose   
 
Lebensweisen von Pilzen: Parasitismus oder Symbiose 
 
Echter Mehltau der Gerste 
Während der Wachstumssaison durchläuft der Echte Mehltau mehrfach seinen 
asexuellen Lebenszyklus, bei dem er in schneller Abfolge eine große Menge 
Konidien bildet, deren Windverbreitung zu einer sehr effektiven Ausdehnung der 
Krankheit auf dem Feld innerhalb kurzer Zeit führt. Wird eine Konidie durch den 
Wind zu einem Gerstenblatt verfrachtet, so heftet sie sich nach der Landung 
innerhalb von Sekunden durch die Abgabe einer extrazellularen Matrix an die 
Blattoberfläche.  
Etwa zwei Stunden nach der Anheftung keimt die Konidie zunächst mit einem 
primären Keimschlauch aus. Wenig später bildet sich ein sekundärer, 
appressorialer Keimschlauch, der sich verlängert und innerhalb von 8 bis 12 
Stunden nach Kontakt am Ende ein Appressorium ausbildet, mit dessen Hilfe der 
Pilz in die Pflanzenzelle eindringt (Penetration). Durch die Kombination von 
mechanischem Druck und enzymatischem Abbau von Cutin und Cellulose wächst 
ein Penetrationskeil unterhalb des Appressoriums direkt durch die Cuticula und 
pflanzliche Zellwand in die Epidermiszelle ein. 
Diese Penetrationshyphe differenziert sich in der Epidermiszelle zu einem 
fingerförmig verzweigten Ernährungsorgan, dem Haustorium. Dieses ist von der 
Plasmamembran der Wirtzelle umgeben. Eine extrahaustorielle Membran umgibt 
das Haustorium und geht kontinuierlich in die Plasmamembran der Wirtzelle über. 
Nach der Etablierung eines Haustoriums, wächst der Pilz mit sekundären Hyphen 
ausschließlich auf der Blattoberfläche weiter. Es entwickelt sich ein ausgedehntes 
Mycel von dem aus weitere Epidermiszellen penetriert und Haustorien gebildet 
werden.  
Ab etwa vier Tagen nach Inokulation entstehen innerhalb des Mycels konidiogene 
Zellen, an denen neue Konidien in Ketten gebildet werden. Die sporulierenden 
Kolonien werden zunehmend als weißer pudriger Belag auf der Blattoberfläche 
sichtbar und ihr Aussehen gab der Krankheit ihren Namen. Eine Mehltaupustel 
kann bis zu 200.000 Konidien 
produzieren, die sehr schnell mit 
dem Wind innerhalb eines Feldes 
und über große Distanzen 
verbreitet werden können. 
 
 
Abbildung 1: Die Interaktion 
von Gerste mit Echtem Mehltau, 
48 Stunden nach Inokulation. 
Lichtmikroskopische Aufnahmen 
zweier möglicher Interaktions-
kategorien, nach Tinte/Essigsäure-
Färbung, 400fache Vergrößerung 
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Der Reisbrandpilz Magnaporthe oryzae 
Die Konidien von Magnaporthe oryzae werden mit dem Wind verbreitet und zur 
Blattoberfläche neuer Wirtspflanzen gebracht. Die Konidien sind fähig innerhalb 
von zwei Stunden mit einem Keimschlauch auszukeimen. Dieser Keimschlauch 
wächst über eine kurze Distanz aus und bildet an seiner Spitze ein Appressorium, 
eine spezialisierte, gewölbte Zelle, mit der die Pflanzenzelle penetriert wird.  
Kankanla und seine Mitarbeiter haben in einer cytologischen Studie das 
Wachstum von Magnaporthe im Wirtsgewebe anfälliger Pflanzen genauer 
untersucht und dabei festgestellt, dass M. oryzae in der biotrophen Phase nach 
der Penetration zunächst in der ersten Epidermiszelle mit einer primären 
Infektionshyphe einwächst, die von der Plasmamembran der Wirtszelle umgeben 
ist. Die primäre Infektionshyphe verzweigt sich dann und bildet dickere 
blasenartige Hyphen, die M. oryzae wahrscheinlich nutzt, um Nährstoffe aus der 
lebenden Zelle aufzunehmen; diese sekundären Hyphen scheinen daher 
Haustorien von obligat biotrophen Pilzen (z.B. Echten Mehltaupilzen) analog zu 
sein, d.h. sie haben die gleiche Funktion (Aufnahme von Nährstoffen). 
Nach etwa 48 Stunden beginnt der Pilz Nachbarzellen zu besiedeln, wozu er die 
Plasmodesmata (natürliche Verbindungen zwischen den Zellen) nutzt. Das 
Einwachsen in die Nachbarzellen geschieht ebenfalls ohne vorheriges Absterben 
der Zellen. Sobald allerdings die Nachbarzellen befallen sind, verliert die erst 
Zelle ihre Fähigkeit zur Plasmolyse. Dies deutet daraufhin, dass die Zellmembran 
beschädigt wird.  
Im weitern Verlauf der Besiedlung wächst M. oryzae ins Mesophyllgewebe und 
nach 72 bis 96 Stunden bilden sich die typischen braunen Flecken (blast-
Läsionen) aus; bei hoher Luftfeuchte werden in den Läsionen neue Konidien an 
Konidienträgern gebildet. Die Konidien werden schließlich mit dem Wind zur 
Infektion neuer Pflanzen verbreitet. Jede Läsion kann dabei mehrere hundert 
Konidien über mehrere Tage verteilt produzieren und abgeben.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 2: Lebenszyklus des Reisbrandpilzes Magnaporthe oryzae  
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Mykorrhiza– eine Symbiose von Pflanzenwurzeln und Pilzen 
Als Mykorrhiza (gr. mykos = Pilz und rhiza = Wurzel) wird die Symbiose von 
Pflanzenwurzeln mit Pilzen bezeichnet, wobei es verschiedene Formen gibt. Neben der 
Ektomykorrhiza, bei der der Pilz außerhalb der Pflanze wächst, gibt es noch die 
Endomykorrhiza, bei der ein Teil der Pilzhyphen innerhalb der Pflanze wächst. Zu den 
Endomykorrhizen gehört u.a. die Arbuskuläre Mykorrhiza (AM), die wahrscheinlich die am 
weitesten verbreitete terrestrische Symbiose ist und von 70-90% der Landpflanzen mit 
Pilzen des Stammes der Glomeromyceten eingegangen wird.  
Das Hyphengeflecht der Pilze im Boden bildet ein Netzwerk, das 100 Meter Hyphen pro 
Kubikzentimeter Boden enthalten kann, und auf die Nährstoffaufnahme (hauptsächlich 
Phosphat) und Wasseraufnahme spezialisiert ist. Im Gegenzug für die Versorgung mit 
Wasser und Nährstoffen erhalten die Pilze Kohlenhydrate von der Pflanze. Es wird 
geschätzt, dass bis zu 20% der Photosyntheseprodukte der Landpflanzen von AM-Pilzen 
verbraucht werden (Parniske, 2008).  
Medicago truncatula ist eine Pflanzenart, die zur Ordnung der Schmetterlingsblütler 
(Fabaceen) gehört und von Forschern zur Untersuchung der AM genutzt wird. Im Labor 
konnten die Forscher die Besiedlung der Wurzeln durch den Pilz mikroskopisch 
untersuchen. Sporen von Mykorrhiza-bildenden Pilzen keimen zunächst im Boden mit 
Keimschläuchen aus und bilden Hyphen, die sich im Boden verzweigen. Treffen sie dabei 
auf eine Wurzelzelle, bildet sich ein spezieller Typ von Appressorium, ein Hyphopodium, 
aus, welches sich am Ende einer Hyphe bildet und nicht wie ein Appressorium am Ende 
eines Keimschlauchs. Während sich das Hyphopodium entwickelt, bildet sich darunter 
innerhalb der Epidermiszelle der Wurzel eine Zellplasma-Aggregation (Verdichtung) aus 
(vgl. Abb.3: 1). Dann wächst eine Hyphe aus dem Hyphopodium in die Zellplasma-
Aggregation ein, welche die Hyphe durch die Epidermiszelle zu Zellen des äußeren Cortex 
(Rindengewebe der Wurzel) leitet (vgl. Abb.3: 2,3). Dort verlässt die Pilzhyphe die Zelle, 
verzweigt sich und wächst im Apoplasten (außerhalb der Zellen, zwischen den 
zellwänden) in Längsrichtung weiter durch die Wurzel. Diese Hyphe induziert in den 
Zellen des inneren Cortex ebenfalls Zellplasma-Aggregationen (vgl. Abb.3: 4,5), bevor sie 
in die Zellen einwachsen (vgl. Abb.3: 6) und sich innerhalb der Zelle stark verzweigen 
und so genannte Arbuskeln (lat. arbusculum = kleiner Baum, Busch) bilden (vgl. Abb.3: 
7,8). Hauptsächlich dienen diese Strukturen dem Austausch der Nährstoffe zwischen 
beiden Partnern der Symbiose. Neue Sporen werden i.d.R. außerhalb der Pflanzenwurzel 
an der Spitze von Hyphen gebildet. 
 
 
Abbildung 3: Arbuskuläre Mykorrhiza: Schema der Besiedlung einer Wurzel von 
Medicago truncatula durch den Pilz Gigaspora gigantea (nach Genre et al., 2008). (rot: 
Zellkerne; grün: Zellplasma-Aggregation; blau: Pilz; weiss: durch den Pilz veränderte 
Plasmamembran der Pflanze) 
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Erwartungshorizont: 
 
Teilaufgabe mit AFB und Kompetenzbereichen (F, FK, NK, AK, K, R; vgl. Tab. 8.3.1) und 
erwarteter Leistungen 
1.1 
 
AFB I 
 
AK1 
AK3 
Echter Mehltau der Gerste: 1. Kernaussage: Während der Wachstumssaison 
findet die Verbreitung asexuell durch den Wind statt; Schlüsselworte: asexueller 
Lebenszyklus, Windverbreitung der Konidien, Blattoberfläche, extrazellulare 
Matrix; 2. Kernaussage: Eindringen des Pilzes in die Epidermis der Planze 
mittels Keimschläuchen und Appressorium; Schlüsselworte: primärer 
Keimschlauch, sekundärer (appressionaler) Keimschlauch, Appressorium,  
Penetrationskeil; 3. Kernaussage: Die Ernährung des Pilzes findet in der 
Epidermiszelle der Pflanze mittels eines Haustoriums statt;  Schlüsselworte: 
Penetrationshyphe, Haustorium, Plasmamembran; extrahaustoriele Membran, 
sekundäre Hyphen, Mycel; 4. Kernaussage: Bildung neuer Konidien mittels 
sporulierender Kolonien; Schlüsselworte: Inokulation, Mycel, konidiogene 
Zellen, sporulierende Kolonien, Mehltaupustel 
Reisbrandpilz Magnaporthe oryzae: 1. Kernaussage: Verbreitung durch den 
Wind und Eindringen mittels Keimschlauch und Appressorium; Schlüsselworte: 
Wind, Konidien, Keimschlauch, Appressorium;  2. Kernaussage: Wachstum und 
Ernährung von Magnaporthe in anfälligen Wirtspflanzen; Schlüsselworte: 
biotrophe Phase, Epidermiszelle, primäre Infektionshyphe, Plasmamembran, 
blasenartige Hyphen, sekundäre Hyphen, analog zu Haustorien obligat 
biotropher Pilze; 3. Kernaussage: Besiedelung der Nachbarzellen; 
Schlüsselworte: Plasmodesmata, erst kein Absterben, Verlust Plasmolyse, 
Beschädigung Zellmembran; 4. Kernaussage: Besiedelung und Infektion neuer 
Pflanzen mittels Konidien; Schlüsselworte: Mesophyllgewebe, blast-läsionen, 
hohe Luftfeuchte, Konidien, Konidien-träger, Windverbreitung 
Mykorrhiza: 1. Kernaussage: Mykorrhiza bezeichnet die Symbiose von 
Pflanzenwurzeln mit Pilzen; Schlüsselworte: Mykorrhiza, Ektomykorrhiza, 
Endomykorrhiza , Arbuskuläre  Mykorrhiza (AM), Glomeromyceten; 2. 
Kernaussage: Pilze nehmen mittels Hyphengeflecht Nährstoffe (Phosphat) und 
Wasser auf und tauschen diese gegen Kohlenhydrate der Wirtspflanze; 
Schlüsselworte: Hyphen, Phosphate, Wasser, Kohlenhydrate; 3. Kernaussage: 
Besiedelung der Wurzelzellen; Schlüsselworte: Keimung im Boden, Hyphen, 
Wurzelzelle, Hyphopodium (sepezielles Appressorium), Zellplasma-Aggregation, 
äußerer Cortex, Apoplasten, innerer Cortex, Arbuskeln, Nähstoffaustausch, 
Symbiose, neue Sporen außerhalb Pflanzenwurzel 
 
1.2 
 
AFB I, 
II 
 
FK8 
 
 
Modelle A) Echter Mehltau, B) Reisbrand c) Mykorrhiza 
1.3 
 
AFB  
 
K1+3 
 
Individuelle Vorträge;  
Vergleich der drei Modelle: es sollte deutlich werden, dass hier Parasitismus 
oder Symbiose aufgrund der Morphologie alleine nicht zu erkennen sind; 
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50 μm
Epidremiszelle
Keimschlauch
Ap
Spore
8.3.4. Baustein 4  
Aufgabe: Das pilzliche Appressorium – ein Funktionsmodell für osmotische 
Vorgänge 
 
M1 Osmose – ein Anwendungsbeispiel aus dem 
Reich der Pilze 
 
 
Das pilzliche Appressorium 
 
Ein Appressorium (Ap) ist eine spezialisierte Zelle von Pilzen um Pflanzenzellen zu 
infizieren. Appressorien können sehr verschiedene Formen haben, werden aber 
immer an den Enden von pilzlichen Keimschläuchen gebildet (vgl. Abb.1). 
 
 
 
Abbildung 1: Appressorienformen bei verschiedenen Pilzen: links. Reisbrand auf 
Gerstenblatt und rechts. Mehltau auf Gerstenblatt  
 
Sie dienen dazu die Kutikula von Blättern, Stengeln, Wurzeln etc. zu 
durchdringen. Wie der Name Appressorium schon andeutet (engl. pressure = 
Druck) haben diese Zellen oft einen hohen internen Druck, der eine mechanische 
Kraft ausbildet mit dessen Hilfe eine Infektionshyphe des Pilzes durch die 
pflanzliche Zellwand ins Zellinnere gedrückt werden kann.  
Wie genau der Druck im Appressorium aufgebaut wird ist größtenteils noch 
unklar, aber es wird angenommen, dass Wasser entgegen eines osmotischen 
Gradienten (Glycerol) in das Appressorium fließt. Damit die Zelle nicht platzt 
besitzt sie eine dem Druck standhaltende Wand (oft Melanin-haltig), die nur an 
der Seite, die der Pflanzenoberfläche zugewandt ist, ein kleines Loch ausweist. 
Durch dieses kann der Druck gezielt entweichen und genutzt werden, um die 
pflanzliche Zellwand zu durchdringen. Dabei können Drücke bis zu 8 MPa (80 bar) 
erzeugt werden. Ein Autoreifen hat im Vergleich dazu nur einen Druck von 2 bar 
(0,2 MPa). Damit das Appressorium während dieses Vorgangs nicht von der 
Pflanzenzelle abhebt, muss der Pilz das Appressorium auf der Oberfläche 
anheften. Ist der Pilz einmal in die Pflanzenzelle eingedrungen kann er sich von 
ihr ernähren und oftmals auch in der Pflanze ausbreiten. 
 
 
20 μm
Pflanzenzelle
Keimschlauch
Ap
Spore Ap
Epid rmiszelle 
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M2 Osmose – ein Anwendungsbeispiel aus dem 
Reich der Pilze 
 
 
Das pilzliche Appressorium – ein Funktionsmodell für 
osmotische Vorgänge  
 
Abbildung 1:. A) Schema (verändert nach Talbot, 1995) und B) Modell zu Aufbau und  
Funktionsweise des pilzlichen Appressoriums als Beispiel für einen osmotischen Vorgang 
 
Materialien: 1 leeres Brausetabletten-Röhrchen, 1 dünne Plexiglasplatte (3-5 
mm) in 4 Stücke 10 x 10 cm schneiden; Säge, Bohrmaschine, 8 Schrauben mit 
Muttern und kleinen Gummidichtungsringen (3/8“ x 8 mm, als Abstandhalter); 
vier große Dichtungsringe (1 1/4"), Heißklebepistole, Patex, semipermeable 
Membran (z.B. Dialyseschlauch), dehnbare Folie (Präservativ oder 
Frischhaltefolie), Kochsalzlösung (gesättigt), dest. Wasser (oder Leitungswasser) 
 
Durchführung: 
1. Halbieren Sie das Brausetabletten-Röhrchen und entfernen Sie Deckel und 
Boden. Schneiden Sie in drei der vier Plexiglasplatten mittig ein Loch mit 
dem Durchmesser des Röhrchens. In die vierte Platte wird ein kleineres 
Loch (Durchmesser: 1,5 cm) gebohrt. Bohren Sie außerdem in jede Ecken 
aller Platten (genau übereinander) ein Loch für die Schrauben.  
2. Kleben Sie mit der Heißklebepistole eine Hälfte des Röhrchens über dem 
mittigen (großen) Loch einer Platte fest und kleben Sie auf der Unterseite 
einen Dichtungsring mit Patex! an (entspricht 1) in Abb.1B). Es folgt nun 
eine zweite Platte, auf deren Oberseite ein Dichtungsring und auf deren 
Unterseite die zweite Hälfte des Röhrchens geklebt werden. Die noch freie 
Seite des zweiten Röhrchens wird auf eine dritte Platte geklebt, auf deren 
Unterseite ebenfalls ein Dichtungsring geklebt wird (entspricht 3) in 
Abb.1B). Nun ist noch eine Platte mit dem kleinen Loch übrig, um welches 
ebenfalls ein Dichtungsring mittig geklebt wird (andere Seite beleibt frei).  
3. Legen Sie vor Versuchsbeginn die semipermeable Membran zum Quellen in 
Wasser. Diese wird dann zwischen die oberen beiden Platten (Abb.1B) auf 
die Dichtungsringe gelegt und die Platten mit Schrauben, Abstandhaltern 
und Muttern fest verbunden. Um das untere Röhrchen mit der 
Kochsalzlösung zu befüllen wird die Apparatur umgedreht, die Lösung 
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luftblasenfrei eingefüllt und eine dehnbare Folie auf den Dichtungsring 
gelegt. Die vierte Platte wird mit dem Dichtungsring aufgelegt und 
ebenfalls mit Schrauben, Abstandhaltern und Muttern fest verbunden. Nach 
Umdrehen des Modells wird dest. Wasser in den oberen Teil des Röhrchens 
gefüllt. Stellen Sie das Modell so auf, dass Abstand zwischen der unteren 
Platte und der Laborbank besteht.  
4. Warten Sie ca. 1 Stunde und notieren Sie ihre Beobachtung. Erläutern Sie, 
was passiert wäre, wenn Sie irrtümlich die Lösungen vertauscht hätten. 
 
 
Erwartungshorizont: 
Teilaufgabe mit AFB und Kompetenzbereichen (F, FK, NK, AK, K, R; vgl. Tab. 8.3.1) und 
erwarteter Leistungen 
1.1 
 
AFB I, 
II 
 
 
F1+2 
AK1 
K1+3 
 
Ein Appressorium ist eine Zelle, die bei Pilzen an den Enden von 
Keimschläuchen gebildet wird und dazu dient die Pflanzenoberfläche zu 
durchdringen. In ihrem Inneren befinden sich osmotisch wirksame Substanzen. 
Wasser strömt von außen in das Appressorium, wodurch ein hoher Druck 
aufgebaut wird. Eine stabile Zellwand hält dem Druck stand, damit die Zelle 
nicht platzt; an einer Stelle ist die Zellwand jedoch dünner und der Druck kann 
gezielt entweichen und der Pilz kann eine Hyphe durch die Pflanzenoberfläche 
schieben.  
Basiskonzept: Struktur und Funktion; das Appressorium ist eine Zelle mit 
besonderen Strukturen (dicke Zellwand mit Aussparung an einer Seite, hoher 
osmotischer Druck im Inneren; an der Pflanzenoberfläche festgeklebt); diese  
Strukturen ermöglichen dieser Zelle die Funktion, die Zellwand der Pflanze 
mechanisch zu durchdringen 
1.2 
 
AFB 
III 
 
FK8  
NK6 
 
 
App. nimmt Wasser über gesamte Oberfläche auf;  
Folie dehnt sich nur, aber Pilzhyphe wächst durch Anlagerung von weiterem 
Material; im App. keine Salzlösung, sondern  wahrscheinlich Glycerol; Zellwand 
und semipermeable Membran haben andere chemische Zusammensetzung; 
Keimschlauch und Spore im Modell nicht dargestellt 
 
 
1.3 
 
AFB 
III 
 
NK5 
parktische Durchführung: die Folie stülpt sich nach außen und steht unter 
Druck; symbolisiert die Infektionshyphe des Pilzes; hätte man die Lösungen 
vertauscht, wäre der obere Teil mit Salzlösung gefüllt gewesen und mit der Zeit 
der Flüssigkeitsspiegel gestiegen und evtl. sogar übergelaufen; die Folie hätte 
sich nicht nach außen gedehnt 
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8.3.5. Baustein 5  
Aufgabe: Abscisinsäure gegen Echten Mehltau? 
 
M1 Abscisinsäure  
 
Mind-Map: Abscisinsäure 
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M2 Echter Mehltau   
 
Einfluss des pflanzlichen Hormons Abscisinsäure (ABA) auf den 
Befall der Gerste mit Echtem Mehltau bzw. Reisbrand 
 
Forscher haben die Anfälligkeit von Gerstenpflanzen für pilzliche Schaderreger 
untersucht und dabei nach Möglichkeiten gesucht die Pflanzen widerstandsfähiger 
und weniger anfällig zu machen. Unter anderem wurde auch das pflanzliche 
Hormon Abscisinsäure (ABA) getestet, da vermutet wird, dass der 
Hormonhaushalt der Pflanze ihre Anfälligkeit für Pathogene beeinflussen kann. 
Einige der Ergebnisse der Inokulationsversuche von Gerste mit Echtem Mehltau 
(Bgh; Experiment 1) bzw. Reisbrand (Magnaporthe oryzae; Experiment 2) mit 
oder ohne Abscisinsäure-Behandlung im Vergleich sind im Folgenden angeben: 
 
 
Experiment 1: 
 
Abbildung 1:  
Befallsstärke auf 
Blatt-segmenten des 
Gerstenkultivars 
Ingrid nach 
Abscisinsäure-
Behandlung und 
Inokulation mit 
Sporen von Echtem 
Mehltau (Blumeria 
graminis f.sp. 
hordei).  
 
Primärblätter des 
Gerstenkultivars 
Ingrid wurden 
sieben Tage nach 
Aussaat mit 
Abscisinsäure-
Lösung (20 μM) 
bzw. mock-Lösung (ohne ABA) besprüht und nach einer Stunde mit Sporen von Blumeria 
graminis f.sp. hordei Isolat inokuliert. Fünf Tage nach Inokulation wurden repräsentative 
Blätter (ohne Spitze) zur Dokumentation der Befallsstärke fotografiert (A), die 
durchschnittliche Anzahl der Pusteln pro cm Blattlänge ermittelt und als Mittelwert von 
mind. fünf Blattstücken im Diagramm (c) dargestellt. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante Unterschiede zwischen mock- und 
ABA-Behandlung (t-test mit p 0,05) sind mit * gekennzeichnet. In Abbildungsteil B) ist 
zusätzlich das Ergebnis einer vergleichenden mikroskopischen Untersuchung 48 h.p.i. 
dargestellt. Dazu wurden von beiden Behandlungen jeweils vier Blätter mit je 100 
Interaktionsstellen untersucht und die  Häufigkeiten der Kategorien Papille/Haustorium 
als Mittelwert mit Standardabweichung im Diagramm angegeben. Signifikante 
Unterschiede zwischen mock- und ABA-Behandlung (t-test mit p<0,05) sind für jede 
Kategorie einzeln bestimmt worden und mit Buchstaben gekennzeichnet. Gleiche 
Buchstaben bedeuten, dass kein signifikanter Unterschied vorliegt. 
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Experiment 2: 
 
 
Abbildung 2: Befallsstärke auf Gerstenkultivar 
Himalaya nach Abscisinsäure-Behandlung und 
Inokulation mit Magnaporthe oryzae Isolat TH6772  
Primärblätter des Gerstenkultivars Himalaya wurden 
sieben Tage nach Aussaat mit Abscisinsäure-Lösung (20 
μM) bzw. mock-Lösung (ohne ABA) besprüht und nach 
einer Stunde mit Sporen von Magnaporthe Isolat 
TH6772 (200.000 Sporen/mL)) inokuliert. Sieben Tage 
nach Inokulation wurden repräsentative Blätter zur 
Dokumentation der Befallsstärke fotografiert (A), die 
durchschnittliche Anzahl der blasts pro Blatt ermittelt 
und als Mittelwert von mind. zehn Blättern im Diagramm 
(B) dargestellt. Die Fehlerbalken geben die 
Standardabweichung vom Mittelwert an. Signifikante 
Unterschiede zwischen mock- und ABA-Behandlung (t-
test mit p<0,05) sind mit * gekennzeichnet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Erwartungshorizont: 
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Teilaufgabe mit AFB und Kompetenzbereichen (F, FK, NK, AK, K, R; vgl. Tab. 8.3.1) und 
erwarteter Leistungen 
1.1 
 
AFB I, 
II 
 
F3 
AK1+5 
K4 
 
siehe Vorschlag-Musterlösung (oben) 
1.2 
 
AFB I 
 
AK1  
K1 
 
Experiment1: sieben Tage alte Gerstenpflanzen mit einer ABA-Lösung oder 
mock-Lösung (ohne ABA) besprüht; nach einer Stunde mit Mehltau-Sporen 
inokuliert; nach 48 Stunden wurden Blätter für eine mikroskopische 
Untersuchung geerntet; nach fünf Tagen wurden die Symptome sichtbar und 
repräsentative Blätter foto-grafiert (Abb. 1 a) und die einzelnen Pusteln gezählt 
und die Anzahl pro cm berechnet und graphisch dargestellt; Gerste nach ABA-
Behandlung deutlich weniger anfällig für Mehltau; Pustelzahl pro cm Blattlänge 
um knapp die Hälfte reduziert; auf mikroskopischer Ebene sind nach ABA-
Behandlung etwas doppelt so viele Papillen und die Hälfte an Haustorien im 
Vergleich zur Behandlung ohne ABA gebildet worden  
Experiment2: ebenfalls sieben Tage alte Gerstenpflanzen mit einer ABA-Lösung 
oder mock-Lösung (ohne ABA) besprüht und nach einer Stunde mit 
Magnaporthe oryzae – Sporen inokuliert; die Befallsstärke wurde nach einer 
Woche ermittelt und als Anzahl blasts pro Blatt dargestellt; nach ABA-
Behandlung bildet sich etwa doppelt so viele Symptome aus im Vergleich zur 
mock-Behandlung; demnach werden Gerstenpflanzen durch ABA-Behandlung 
anfälliger für M. oryzae 
1.3 
 
AFB III 
R1 
Gerstensorten mit höherem internem ABA-Gehalt einerseits vermutlich weniger 
anfällig für Echten Mehltau; andererseits stärker anfällig für andere Pilze; 
demnach keine effektive Möglichkeit Gerste generell vor Befall durch Pilze zu 
schützen; da ABA auch bei anderen Stoffwechsel- physiologischen Prozessen 
eine Rolle spielt, wie etwa der Aufrechterhaltung der Samenruhe, sind 
unerwünschte Nebeneffekte wahrscheinlich. 
  
 
 
 
 
 
8.3.6. Baustein 6  
Aufgabe: Gerste gegen Mehltau - Pflanzen wappnen sich gegen 
Krankheitserreger 
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M1 Wie wehren sich Pflanzen gegen 
Krankheitserreger? 
 
Gerste gegen Mehltau – Pflanzen wappnen sich gegen 
Krankheitserreger 
Pflanzen können sich gegen den Angriff pilzlicher Schaderreger, wie beispielsweise dem 
Echten Mehltau, durch Verstärkung der Zellwände mit dem „Holzstoff“ Lignin zur Wehr 
setzen. An der Ligninbiosynthese sind verschiedene Enzyme beteiligt, unter anderem 
auch Peroxidasen (Abb.1a). In Abb.2b ist die enzymatische Reaktion für Guajacol 
dargestellt. Guajacol ähnelt in seiner Struktur den Ligninbausteinen, allerdings ist das 
entstehende Produkt braun gefärbt. Daher kann dessen Bildung optisch bzw. am 
Spektrophotometer verfolgt werden. In Gerstenblättern kommen verschiedene 
Peroxidasen vor, die sich relativ leicht aus Blattmaterial isolieren lassen. Ein Teil der in 
Pflanzen vorkommenden Peroxidasen ist im sauren pH-Bereich aktiv. 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: a) Peroxidasen katalysieren die Übertragung von Wasserstoff von einem 
Substrat (DH2) auf Wasserstoffperoxid (H2O2), dabei entsteht Wasser und die oxidierte 
Form des Substrats (D); b) Das Monomer Guajacol wird durch Aktivität der Peroxidasen 
in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid zu einem braun gefärbten Tetramer umgesetzt.  
 
I. Isolation von Peroxidasen aus Gerstenblättern 
Materialien: Mörser und Pistill, Quarzsand, Spatel, Büchnertrichter mit Filterpapier, 
Saugflasche mit Schlauch und Vakuumpumpe (alternativ Wasserstrahlpumpe), 5 mL- 
oder 10 mL-Glaspipette mit Peleusball, 18 Reagenzgläser (RG) mit Stopfen (oder Deckel 
aus Alufolie), Reagenzglasständer; Blattproben, Eisbad, Küchenkrepp, kalte 
Natriumphosphat-Pufferlösung (50 mmol/L, pH 5,2; aus dem Kühlschrank) 
 
Durchführung:  
1. Legen Sie die Reihenfolge fest, in der die Blattproben (Kontrolle/infizierte Pflanzen) 
aufgearbeitet werden sollen, und beschriften Sie entsprechend jeweils zwei 
Reagenzgläser mit identischen Ziffern.  
2. Geben Sie in den Mörser eine Spatelspitze Quarzsand und 1 mL kalten 
Natriumphosphat-Puffer (pH 5,2). Fügen Sie zwei gefrorene Gerstenblätter (= eine 
Probe) hinzu, homogenisieren Sie alles mit dem Pistill und überführen Sie die 
Suspension in ein Reagenzglas.  
3. Spülen Sie den Mörser mit 1 mL Natriumphosphat-Puffer aus und überführen Sie 
die Suspension ebenfalls in das Reagenzglas.  
4. Verschließen Sie die Reagenzgläser und lagern Sie diese auf Eis, bis alle Proben 
gemörsert sind. Trocknen Sie Mörser und Pistill mit Küchenkrepp, bevor Sie sie für 
die nächste Probe verwenden.  
5. Legen Sie den flachen Boden eines Büchnertrichters mit Filterpapier aus und 
setzen Sie ihn auf eine Saugflasche. Filtrieren Sie (nacheinander) alle Probe. 
Reinigen Sie vor jeder neuen Filtration Saugflasche, Trichter und Pasteurpipette 
und legen Sie frisches Filterpapier in den Trichter. 
6. Das erhaltene Filtrat ist leicht grün und enthält die Peroxidasen. Überführen Sie 
jede Enzymlösung mit einer Pasteurpipette in ein frisches, entsprechend 
beschriftetes RG. Sofern Sie nicht sofort eine Aktivitätsmessung durchführen 
können, bewahren Sie die Enzymextrakte im Kühlschrank auf.  
a b 
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M2a Wie wehren sich Pflanzen gegen 
Krankheitserreger? 
 
 
II. Bestimmung der Enzymaktivität  
 
a) durch optischen Vergleich  
 
Materialien: hergestellte Enzymextrakte (9 verschiedene RG im Ständer), 0,1 %ige 
Guajacol-Lösung, 0,1 %ige Wasserstoffperoxid-Lösung, Natriumphosphat-Pufferlösung 
(50 mmol/L, pH 5,2), 30 °C warmes Wasserbad; je 3 Pasteurpipetten und eine 10 mL-
Glaspipette mit Peleusball, Stoppuhr und 15 weitere kleine Reagenzgläser mit Ständer 
(für Proben und Vergleichsreihe), Farbskala 
 
Achtung: Setzen Sie alle Proben parallel an und starten Sie die Reaktion in allen 
Reagenz-gläsern gleichzeitig! 
 
Durchführung: 
1. Erwärmen Sie die Natriumphosphat-Pufferlösung im Wasserbad auf 30 °C. 
2. Legen Sie die Reihenfolge fest, in der die Proben auf ihre Peroxidaseaktivität 
untersucht werde sollen. Beschriften Sie die Reagenzgläser mit den Ziffern 1 bis 9 
für die Proben und mit V1 bis V6 für die Vergleichsreihe.  
3. Tropfen Sie mit einer Pasteurpipette jeweils 3 Tropfen Enzymlösung in ein kleines 
RG. Spülen Sie die Pipette gründlich mit Aqua dest., bevor Sie die nächste Probe in 
ein weiteres RG geben. 
4. Geben Sie mit einer zweiten Pasteurpipette jeweils 3 Tropfen 0,1 %ige Guajacol-
Lösung hinzu.  
5. Ergänzen Sie jeweils 2,7 mL Natriumphosphat-Pufferlösung. 
6. Starten Sie die enzymatische Reaktion in allen Reagenzgläsern möglichst 
gleichzeitig, indem Sie mit einer dritten Pasteurpipette jeweils 3 Tropfen 0,1 %ige 
Wasserstoffperoxid-Lösung zufügen. Danach vorsichtig schütteln! 
7. Wenn nach etwa 10 Minuten die Farbintensität nicht mehr zunimmt, kann die 
Auswertung (s.u.) erfolgen.  
 
Aufnahme und Darstellung der Ergebnisse:  
o Schätzen Sie den Enzymgehalt der einzelnen Proben ab, indem Sie deren Färbung 
mit der Vergleichsreihe oder einer Farbskala (Abb.1) vergleichen. Tragen Sie die 
ermittelten Werte in eine Tabelle ein.  
o Stellen Sie Ihre Ergebnisse graphisch dar. Nutzen Sie dazu entweder 
Millimeterpapier oder ein Tabellenkalkulationsprogramm.  
o Beschreiben Sie ihre Ergebnisse.  
o Werten Sie Ihre Ergebnisse aus und überprüfen Sie ihre eingangs aufgestellte 
Hypothese.  
 
 
 
Abbildung 1: Farbskala zur Abschätzung der Enzymmenge in Units (1 Unit = die Menge 
Enzym, die 1mg Substrat in 20 Sekunden bei einem bestimmten pH-Wert und 20 °C 
umsetzt).  
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M2b Wie wehren sich Pflanzen gegen 
Krankheitserreger? 
 
 
II. Bestimmung der Enzymaktivität  
 
b) durch Spektrophotometrie 
 
Materialien: hergestellte Enzymextrakte (9 verschiedene RG im Ständer), 0,1 %ige 
Guajacol-Lösung, 0,1 %ige Wasserstoffperoxid-Lösung, Natriumphosphat-Pufferlösung 
(50 mmol/L, pH 5,2), 30 °C warmes Wasserbad; je 3 Pasteurpipetten und eine 10 mL-
Glaspipette mit Peleusball, ein Spektrophotometer mit Küvetten und kleine 
Plastikstäbchen zum Mischen 
 
Durchführung: 
1. Erwärmen Sie die Natriumphosphat-Pufferlösung im Wasserbad auf 30 °C. 
2. Legen Sie die Reihenfolge fest, in der die Proben auf ihre Peroxidaseaktivität 
untersucht werde sollen. Beschriften Sie die Küvetten mit den Ziffern 1 bis 9 für 
die Proben und mit V1 bis V6 für die Vergleichsreihe.  
3. Tropfen Sie mit einer Pasteurpipette jeweils 3 Tropfen Enzymlösung in eine 
Kunststoff- oder Glasküvette. Spülen Sie die Pipette gründlich mit Aqua dest. 
4. Geben Sie mit einer zweiten Pasteurpipette jeweils 3 Tropfen 0,1 %ige Guajacol-
Lösung hinzu.  
5. Ergänzen Sie jeweils 2,7 mL Natriumphosphat-Pufferlösung. 
6. Starten Sie die enzymatische Reaktion in der Küvette, indem Sie mit einer dritten 
Pasteurpipette jeweils 3 Tropfen 0,1 %ige Wasserstoffperoxid-Lösung zufügen. 
Mischen Sie die Reaktionslösung schnell mit einem Plastikstäbchen, stellen Sie die 
Küvette in das Photometer und starten Sie die Messung bei 470 nm. Nach 4 
Minuten wird die Messung beendet.  
7. Wiederholen Sie die Schritte 3 bis 6 für jede Probe. Spülen Sie dazwischen die 
Küvetten mit Aqua dest. gründlich. Achtung: Flüssigkeitstropfen an der 
Außenwand der Küvetten können das Messergebnis verfälschen!  
 
Aufnahme und Darstellung der Ergebnisse:  
o Lesen Sie die Absorptionsänderung pro Minuten im linearen Messbereich am Gerät 
ab und tragen Sie die ermittelten Werte in eine Tabelle ein.  
o Stellen Sie Ihre Ergebnisse graphisch dar. Nutzen Sie dazu entweder 
Millimeterpapier oder ein Tabellenkalkulationsprogramm.  
o Beschreiben Sie ihre Ergebnisse.  
o Werten Sie Ihre Ergebnisse aus und überprüfen Sie ihre eingangs aufgestellte 
Hypothese.  
 
 
Erwartungshorizont: 
 
Teilaufgabe mit AFB und Kompetenzbereichen (F, FK, NK, AK, K, R; vgl. Tab. 8.3.1) und 
erwarteter Leistungen 
1.1 
 
AFB III 
 
NK3 
NK8 
 
 
Hypothese: Die Peroxidase(POX)-Enzymaktivität ist in gesunden Pflanzen mit 
zunehmendem Alter der Pflanzen gleich bleibend gering; nach Mehltau-Befall 
steigt die Enzymaktivität deutlich an. 
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1.2 
 
 
AFB II, 
III 
 
NK1 
AK5 
K1 
Versuchsplanung: Gerstenpflanzen, welche mit Mehltau infiziert sind im 
Vergleich zu gesunden Pflanzen im gleichen Alter über mehrere Zeitpunkte auf 
POX-Aktivität untersuchen, z.B. zu Beginn (0), 24, 48, 72, 96 Stunden nach 
Befall; parallel angezogene gesunde Pflanzen untersuchen; dazu müssen 
Enzyme extrahiert werden und deren Aktivität mit einer geeigneten Methode 
gemessen werden;  
M1/2 zur konkreten Durchführung nach Absprache, ob optischer Vergleich oder 
Spektrophotometrie gewählt wird  
mögliche Ergebnisse:  
 
mit der Zeit zunehmende POX-Aktivität in gesunden Pflanzen; infizierte Pflanzen 
zeigen eine ebenfalls mit der Zeit zunehmende POX-Aktivität, diese ist bereits 
zu 24 Stunden nach Befall stärker als in gesunden Pflanzen 
 
 
 
Prüfen der Hypothese:   
In mit Mehltau infiziertem Gewebe ist eine deutlich  erhöhte POX-Ativität im vgl. 
zu gesunden Pflanzen feststellbar. Dies unterstützt die Hypothese. Allerdings 
nimmt auch in gesunden Pflanzen mit dem Alter die POX-Aktivität leicht zu; dies 
wurde so nicht erwartet;  
1.3 
 
AFB III 
 
R7 
 
Befall vor Ausbildung der Symptome evtl. feststellbar, da bereits 24 Stunden 
nach Befall eine höhere POX-Aktivität feststellbar ist im vgl. zu gesunden 
Pflanzen, problematisch bei einem möglichen Befall auf einem Feld könnten 
sein, den Zeitpunkt einzugrenzen und die Wahl der Pflanzen, die getestet 
werden sollen und damit verbunden hohe Kosten,; außerdem gibt es unter 
Feldbedingungen möglicherweise noch andere Einflüsse, die sich auch auf die 
Enzymaktivitäten auswirken 
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8.3.7. Baustein 7  
Aufgabe: Entwicklung und Differenzierung des Echten Mehltaus auf der 
Gerstenblatt-Oberfläche 
 
M1 Entwicklung und Differenzierung des Echten 
Mehltaus  
 
 
Entwicklungsstadien von Konidien des Echten Mehltaus 
 
      Forscher haben sich die Keimung und Entwicklung von Konidien des Echten 
Mehltaus auf der Oberfläche von Gerstenblättern genauer angesehen. Zum 
Beobachtungszeitpunkt (16 Stunden nach Inokulation) konnten sie verschiedene 
Entwicklungsstadien unterscheiden (siehe Abbildung 1).  
 
 
Abbildung 1: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Entwicklungsstadien des 
Echten Mehltaus Blumeria graminis auf Gerstenprimärblättern 
 
In Abbildung 1 sind lichtmikroskopische Aufnahmen von Entwicklungsstadien des Echten 
Mehltaus auf der Oberfläche von Gerstenblättern dargestellt. 16 Stunden nach Inokulation 
von sieben Tage alten Gerstenpflanzen wurden Blattproben geerntet und die pilzlichen 
Strukturen mit einer Tinte/Essigsäure-Lösung angefärbt, wodurch sie blau erscheinen. Bei 
200 bis 400facher Vergrößerung sind sie mikroskopisch erkennbar. Die Reihenfolge A-E 
entspricht dem normalen Keim- und Entwicklungsverhalten von Mehltau-Konidien. In F ist 
beispielhaft eine Konidie mit anderem Keimverhalten (mit drei Keimschläuchen 
ausgekeimt) als dem bisher beschriebenen dargestellt. 
 
App = Appressorium; Kon = Konidie; pKs = primärer Keimschlauch; sKs = sekundärer 
Keimschlauch; asKs = angeschwollener, sekundärer Keimschlauch; Pap = Papille 
(Abwehrreaktion der Pflanze); Se = Septum. 
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M 2a 
Entwicklung und Differenzierung des Echten 
Mehltaus 
 
 
Einfluss des Gerstengenotyps auf die Mehltau-Entwicklung 
 
    Forscher haben mikroskopische Untersuchungen durchgeführt, um 
herauszufinden, ob die emr1 Mutation der Gerste zu einer im Vergleich zum 
Wildtyp veränderten Entwicklung des Echten Mehltaus auf der Blattoberfläche 
führt. Dazu wurden Gerstenprimärblätter der Genotypen Mlo Emr1, Mlo emr1, 
mlo5 Emr1 und mlo5 emr1 sieben Tage nach Aussaat mit Sporen von Echtem 
Gersten-Mehltau (Bgh) inokuliert und nach 16 Stunden für eine mikroskopische 
Analyse in Entfärbe-Lösung geerntet. Die pilzlichen Strukturen wurden mit 
Tinte/Essigsäure-Lösung angefärbt und pro Genotyp wurden vier Blätter mit 
jeweils mindestens 200 Konidien pro Blatt ausgewertet. In Abbildung 2 ist die 
prozentuale Verteilung der Konidien auf die beschriebenen Entwicklungsstadien 
als Mittelwerte in Form von Säulen dargestellt. Die Fehlerbalken stellen die 
Standardabweichungen der Mittelwerte dar. Innerhalb eines 
Entwicklungsstadiums wurden die Daten statistisch ausgewertet (One Way 
ANOVA, 95% Vertrauensbereich) und signifikante Unterschiede mit Buchstaben 
über den Säulen angegeben. Nicht signifikante Unterschiede wurden mit ns 
angegeben.  
 
 
Abbildung 2: Entwicklungsstadien von Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) auf 
Gerstenprimärblättern 16 Stunden nach Inokulation 
 
ng = nicht gekeimt; pKs = primärer Keimschlauch; sKs = sekundärer Keimschlauch; 
asKs = angeschwollener, sekundärer Keimschlauch; App = Appressorium; zer = 
zerstörte Konidie; an = anders Keimverhalten 
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M 2b 
Entwicklung und Differenzierung des Echten 
Mehltaus 
 
 
Einfluß des Gerstengenotyps auf die Mehltau-Entwicklung 
       Forscher haben folgenden Versuch durchgeführt, um herauszufinden, ob die 
emr1 Mutation der Gerste zu einer im Vergleich zum Wildtyp veränderten 
Entwicklung des Echten Mehltaus auf der Blattoberfläche führt:  
Gerstenprimärblätter der Genotypen Mlo Emr1, Mlo emr1, mlo5 Emr1 und mlo5 
emr1 wurden sieben Tage nach Aussaat mit Sporen von Blumeria graminis f. sp. 
hordei (Bgh) inokuliert und nach 16 Stunden für eine mikroskopische Analyse in 
Entfärbe-Lösung geerntet. Die pilzlichen Strukturen wurden mit Tinte/ 
Essigsäure-Lösung angefärbt und pro Genotyp wurden vier Blätter mit jeweils 
mindestens 200 Konidien pro Blatt ausgewertet. Die Konidien wurden in sieben 
verschiedene Entwicklungsstadien eingeordnet (siehe Tabelle 1). Die Rohdaten 
des Versuchs sind in Tabelle 1 zusammengestellt.  
 
Mlo Emr1 Anzahl Sporen im Entwicklungsstadium 
Blatt ng pKs sKs asKS App zer an Summe 
1 25 2 1 2 235 1 11 277 
2 12 0 0 3 216 0 15 246 
3 20 2 0 1 204 1 12 240 
4 15 1 1 1 194 2 14 228 
 
Mlo emr1 Anzahl Sporen im Entwicklungsstadium 
Blatt ng pKs sKs asKS App zer an Summe 
1 65 8 2 3 167 2 9 256 
2 66 8 0 2 142 3 16 237 
3 62 3 3 2 171 1 12 254 
4 64 8 1 1 156 2 10 242 
 
mlo5 Emr1 Anzahl Sporen im Entwicklungsstadium 
Blatt ng pKs sKs asKS App zer an Summe 
1 18 4 0 0 210 2 10 244 
2 19 0 0 1 204 2 21 247 
3 15 2 1 2 208 0 6 234 
4 17 2 0 1 198 0 8 226 
 
mlo5 emr1 Anzahl Sporen im Entwicklungsstadium 
Blatt ng pKs sKs asKS App zer an Summe 
1 62 5 1 4 165 2 14 253 
2 67 6 1 4 145 2 9 234 
3 69 7 11 2 149 3 12 253 
4 62 10 0 2 153 0 6 233 
Tabelle 1: Rohdaten einer mirkroskopischen Auswertung von Entwicklungsstadien von 
Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh) auf Gerstenprimärblättern 16 Stunden nach 
Inokulation. 
 
ng = nicht gekeimt; pKs = primärer Keimschlauch; sKs = sekundärer Keimschlauch; 
asKs = angeschwollener, sekundärer Keimschlauch; App = Appressorium; zer = 
zerstörte Konidie; an = anders Keimverhalten 
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M3 Entwicklung und Differenzierung des Echten 
Mehltaus  
 
 
Entwicklung von Pilzen auf Blattoberflächen 
Sachinformationen 
 
Landet eine Pilz-Spore zufällig auf der Oberfläche eines Blattes, benötigen manche Pilze 
Signale von der Pflanze um Zelldifferenzierung und Expression von Pathogenitätsgenen zu 
induzieren. Zum Beispiel brauchen Rostpilze, wie Uromyces appendiculatus, ein Signal der 
Oberflächentopographie um Hyphendifferenzierung zu induzieren. Untersuchungen von 
Tsuba ließen darauf schließen, dass für den Echten Mehltau Blumeria graminis f.sp. hordei 
(Bgh) die Zusammensetzung der Oberflächenwachse wichtig für die Entwicklung eines 
ausdifferenzierten Appressoriums ist. In weiteren Studien von Hansjakob konnte für 
langkettige Aldehyde der Oberflächenwachsschicht gezeigt werden, dass diese die 
Entwicklung von Prepenetrations-Strukturen von Bgh (vgl. Abbildung 1 in M1) in vitro 
abhängig von der Konzentration und der Kettenlänge stimulieren. Die Arbeitsgruppe 
konnte weiterhin in vivo beobachten, dass das Fehlen von langkettigen Aldehyden in der 
Kutikula der Maismutante glossy11, den Prepenetrations-Entwicklungsprozess des 
Nichtwirt-Pathogens Bgh beeinträchtigt. 
 
die Gerstenmutante emr1  
Die Gerstenmutante emr1 besitzt eine erhöhte Magnaporthe oryzae Resistenz in einem 
hyperanfälligen mlo-genetischen Hintergrund bei gleichzeitiger Resistenz gegen Bgh 
aufgrund des mlo5-Allels. Bei der Analyse der Wachsschicht auf der Blattoberfläche 
(epikutikulare Wachse) von Primärblättern von Mlo-, mlo5- und emr1-Pflanzen stellte sich 
heraus, dass die emr1-Mutante nur 1/4 (2,5 µg/cm2) des Gesamtwachsgehalts im 
Vergleich zu MLO- und mlo5-Pflanzen (je etwa 10 µg/cm2) aufwies. Zusätzlich unterschied 
sich die Wachszusammensetzung der emr1-Mutante von MLO- und mlo5-Pflanzen in der 
Weise, dass der Anteil des C26-Alkohols auf 1/10 der Menge von MLO- und mlo5-Pflanzen 
abnahm; der Anteil des C24-Alkohols stieg in der emr1-Mutante dagegen um etwa 300% 
im Vergleich zu mlo5-Pflanzen an; der Anteil des C28-Alkohols ist in emr1 stark reduziert 
auf 14% gegenüber mlo5 und die Menge des C26-Aldehyds ist um 90% reduziert im 
Vergleich zu mlo5  
 
die Gerstenmutante mlo  
Das Mlo-Protein ist ein durch sieben Helices in der Plasmamembran verankertes Protein, 
dessen N Terminus extrazellular und dessen C-Terminus intrazellular liegt. Kim postuliert 
für Mlo-Proteine eine Sensor-Rolle in der Modulation der Abwehrreaktionen, bei der Mlo-
Proteine intra- und extrazellulare Signale des Pathogens oder Wirtes integrieren um die 
Abwehr zu modulieren. Bgh nutzt seinerseits das Mlo-Protein im übertragenen Sinne als 
Eintrittspforte, um in die Gerstenepidermiszelle zu gelangen. Die Abwesenheit eines 
funktionalen MLO-Proteins in mlo-Genotypen gewährleistet einerseits die Resistenz der 
Gerste gegen Bgh, während anderseits genau dies die Anfälligkeit für M. oryzae stark 
erhöht. 
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Erwartungshorizont : Variante 1  
Teilaufgabe mit AFB und Kompetenzbereichen (F, FK, NK, AK, K, R; vgl. Tab. 8.3.1) und 
erwarteter Leistungen 
1.1 
 
AFB I 
 
FK2 
K1+3 
 
In der Abbildung 1 sind lichtmikroskopische Aufnahmen von sechs 
verschiedenen Entwicklungsstadien des Echten Mehltaus auf der Oberfläche von 
Gerstenblättern  zusammengestellt worden. Alle Aufnahmen entstanden zum 
selben Zeitpunkt, 16 Stunden nachdem die Konidien auf die Blätter gelangten 
(Inokulation). Die Blätter wurden entfärbt (Chlorophyll entfernt) und die 
pilzlichen Strukturen wurden mit einer Tinte/Essigsäure-Lösung blau angefärbt.  
Neben nicht gekeimten Konidien (A) treten zu 16 Stunden Konidien auf die mit 
einem primären Keimschlauch ausgekeimt sind (B). Außerdem gibt es Konidien, 
die zusätzlich mit einem zweiten sekundären Keimschlauch ausgekeimt sind (C).  
Zusätzlich treten Konidien auf, deren sekundärer Keimschlauch an der Spitze 
bereits angeschwollen ist (D).  In Abbildungsteil E ist eine Konidien zu 
erkennen, die bereits ein Appressorium gebildet hat, welches durch ein Septum 
vom sekundären Keimschlauch getrennt ist.  Es treten außerdem Konidien auf, 
die mit mehreren kurzen Keimschläuchen ausgekeimt sind (F). 
1.2 
 
AFB I 
 
AK1 
K2+3 
 
Forscher haben Gerstenblätter unterschiedlichen Genotyps mit Echtem Mehltau 
inokuliert und nach 16 Stunden für lichtmikroskopische Untersuchungen 
geerntet. Nachdem Entfernen des Chlorophylls wurden die pilzlichen Strukturen 
mit Tinte/Essigsäure-Lösung angefärbt. Lichtmikroskopisch konnten die Forscher 
zu 16 Stunden nach Inokulation sieben verschiedene Entwicklungsstadien der 
Konidien unterscheiden. Pro Genotyp wurden auf vier Blättern jeweils mind. 200 
Konidien gezählt und den Entwicklungsstadien zugeordnet. Ziel des Versuchs 
war es herauszufinden, ob die Mutationen emr und mlo einen Einfluss auf die 
Keimung und Entwicklung der Mehltau-Konidien vor der Penetration (Eindringen 
in die Pflanzenzelle) haben. Dazu wurden neben den Mutanten auch die 
zugehörigen Wildtyp-Pflanzen untersucht. 
1.3 
 
AFB I 
 
FK2 
K2+3 
 
In Abbildung 2 sind die Ergebnisse eines Versuchs dargestellt, bei dem 
verschiedene Genotypen der Gerste mit Sporen des Echten Mehltaus (Bgh) 
inokuliert worden sind. Mikroskopisch wurden die Konidien verschiedenen 
Entwicklungsstadien (s. u.) zugeordnet, die prozentualen Anteile der Konidien 
an den Entwicklungsstadien berechnet und die Resultate graphisch dargestellt. 
Auf Gerstenblättern des Wildtyps Mlo Emr1 waren im Mittel etwa 7% nicht 
ausgekeimte Konidien von Bgh zu finden. Etwa 5% der Konidien zeigten 
anormales Keimverhalten und etwa 85% der Konidien hatten ein vollständig 
ausdifferenziertes Appressorium gebildet. Die Häufigkeit mit der alle anderen 
Entwicklungsstadien auftraten lag im Mittel unter 1%. Eine Mutation am Mlo-
Lokus (mlo5 Emr1) beeinflusste dieses Verteilungsmuster nicht signifikant. In 
Mutanten des Genotyps Mlo emr1 konnten hingegen etwa 26% nicht gekeimte 
Konidien von Bgh auf den Blättern gezählt werden, während etwa 64% ein 
vollständiges Appressorium entwickelt hatten. Etwa 3% der Konidien waren nur 
mit einem primären Keimschlauch ausgekeimt und etwa 5% der Konidien 
zeigten anormales Keimverhalten. In der Doppelmutante mlo5 emr1 war dieses 
Verteilungsmuster nicht signifikant beeinflusst, da auch hier etwa 62% gekeimte 
Konidien mit Appressorien und 26% nicht gekeimte Bgh-Konidien gezählt 
wurden. 
1.4 
 
AFB II 
 
NK1 
 
 
Auf Grundlage der zur Verfügung stehenden Daten hat die Mutation mlo keinen 
Einfluss auf die Keimung und Entwicklung des Echten Mehltaus, da die 
Verteilung der Konidien auf die einzelnen Entwicklungsstadien auf Blättern des 
Genotyps Mlo Emr1 (Wildtyp, weiße Säulen) und mlo5 Emr1 (dunkel graue 
Säulen) nicht signifikant unterschiedlich ist. In beiden Genotypen sind über 80% 
der Konidien im Entwicklungsstadium „Appressorium“ und nur etwa 12% nicht 
gekeimt. 
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1.5 
 
AFB II 
 
NK1 
 
 
Auf Grundlage der zur Verfügung stehenden Daten hat die Mutation emr1 
hauptsächlich Einfluss auf die Keimung des Echten Mehltaus, da die Verteilung 
der Konidien auf die einzelnen Entwicklungsstadien auf Blättern des Genotyps 
Mlo Emr1 (Wildtyp, weiße Säulen) und Mlo emr1 (hellgraue Säulen) signifikant 
unterschiedlich ist. Von über 80% der Konidien im Entwicklungsstadium 
„Appressorium“ beim Wildtyp nimmt diese Kategorie auf Blättern der emr1-
Mutante auf ca. 60% ab und der Anteil an nicht gekeimten Konidien steigt von 
ca. 12% auf über 25% an. Für die Genotypen mlo5 Emr1 und mlo5 emr1 ergibt 
sich eine ähnliche Verteilung. 
 
1.6 
 
AFB III 
 
NK1+3 
AK2 
 
Das Mlo-Protein sitzt in der Plasmamembran der Zelle und dient dem Mehltau 
möglicherweise als Eintrittspforte in die Zelle. Die Entwicklung des Mehltaus auf 
der Blattoberfläche wird durch das Mlo-Protein nicht beeinflusst. Auf Blättern 
von emr1-Pfalnzen ist die Keimung der Konidien  signifikant reduziert.  
Außerdem ist die Wachsschicht auf den Blättern im Vergleich zu Wildtyppflanzen 
zu 90% reduziert. Außerdem ist die Wachszusammensetzung verändert, z.B. 
sind der Gehalt an C28-Alkohol und  C26-Aldehyd reduziert und der Gehalt an 
C28-Alkohol stark erhöht. Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen deuten 
daraufhin, dass der C26-Aldehyd für die Keimung der Mehltau-Konidien benötigt 
wird.  
Ein möglicher Ansatz zur Überprüfung, ob dies in der emr1 Mutante der Fall ist, 
wäre den C26-Aldehyd auf die emr1 Blätter zu sprühen und dann mit Mehltau zu 
inokulieren. Die Keimungsrate müsste dann ansteigen und der auf dem Wildtyp 
ähneln. 
  
 
Erwartungshorizont: Variante 2  
Teilaufgabe mit AFB und Kompetenzbereichen (F, FK, NK, AK, K, R; vgl. Tab. 8.3.1) und 
erwarteter Leistungen 
1.1 
AFB I 
FK 2; K1+3 
siehe Variante 1 (1.1) 
1.2 
AFB I 
AK1; K2+3 
siehe Variante 1 (1.2) 
1.3 
AFB I 
NK2+8 
ein Säulendiagramm mit Fehlerbetrachtung (Standardabweichung), z.B.  
Abb.2 in M2a (hier: ohne statistische Analyse); auch andere Grup-
pierungen nach Genotyp statt Entwicklungsstadium der Konidien 
möglich; prozentuale Werte berechnen, da nicht immer exakt die gleiche 
Anzahl an Sporen pro Blatt ausgewertet wurde, die Werte aber 
miteinander verglichen werden sollen 
1.4 
AFB I 
FK2; K2+3 
siehe Variante 1 (1.3) 
1.5 
AFB II 
NK1 
siehe Variante 1 (1.4) 
1.6 
AFB II 
NK1 
siehe Variante 1 (1.5) 
1.7 siehe Variante 1 (1.6) 
AFB III 
NK1+3; AK2 
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Tabelle 8.3.1: Übersicht der Kompetenzen (Kultusministerkonferenz, 2004). 
*Die Nummerierung der Kompetenzen orientiert sich an der Einteilung in den 
„Einheitlichen Prüfungsanforderungen in der Abiturprüfung - Biologie“ Für die eindeutige 
Formulierung der Arbeitsanweisungen in den Aufgaben werden die aufgelisteten 
Operatoren verwendet. (Kultusministerkonferenz, 2004). 
Kompetenz- 
bereiche 
Die Prüflinge können … 
1. Fach-
kenntnisse 
(F) 
…  Kenntnisse über Phänomene und Sachzusammenhänge sowie über 
Begriffe, Modelle, Theorien etc. anwenden (F1). 
… erworbenes Wissen unter Verwendung facheigener Basiskonzepte 
strukturieren (F2). 
… Kenntnisse systematisieren und verknüpfen (F3). 
… wissensorientierte Assoziationen herstellen und auf Wissensnetze 
zurückgreifen (F4). 
2. Methoden  
2a Fach-
spezifische 
Kompetenzen 
(FK)* 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2b 
Naturwissen-
schaftliche 
Kom-
petenzen 
(NK)* 
 
 
… biologische Phänomene beobachten, beschreiben, quantitativ erfassen, 
vergleichen und erklären (FK1). 
… biologische Phänomene und Sachverhalte begrifflich präzise fassen 
(FK2). 
… zeichnerische Protokolle anfertigen (FK3). 
…  geeignete Arbeitstechniken und Methoden für biologische 
Untersuchungen auswählen und anwenden(FK4). 
… grundlegende biologische Prinzipien (Basiskonzepte) und 
Erklärungskonzepte anwenden (FK5). 
… zwischen funktionaler und kausaler Betrachtungsweise unterscheiden 
(FK6). 
… komplexe und dynamische Vielfaktorensysteme wie Organismen und 
Ökosysteme untersuchen, analysieren und Zusammenhänge klären 
(FK7). 
… mit dynamischen und komplexen Modellen umgehen (FK8). 
… Erkenntnisse und Betrachtungsweise anderer Naturwissenschaften 
nutzen (FK9). 
… Denkweisen und Erkenntnisse der Gesellschafts-, Geistes- und anderer 
Wissenschaften einbeziehen (FK10). 
 
… Experimente planen, durchführen, protokollieren, auswerten, 
qualitative und quantitative Betrachtungen einbeziehen (NK1). 
… Fehlerbetrachtungen vornehmen (NK2). 
… Prognosen entwickeln, Hypothesen bilden und überprüfen (NK3).  
… unterscheiden, welche Fragen naturwissenschaftlich untersucht werden 
können  und welche nicht (NK4).  
… naturwissenschaftliche Modelle anwenden und deren Gültigkeitsbereich 
prüfen (NK5).  
… Modellvorstellungen entwickeln und gegebenenfalls modifizieren 
(NK6). 
… Definitionen, Regeln und Gesetzmäßigkeiten formulieren und als 
Arbeitsmittel verwenden (NK7). 
… Sachverhalte mit Hilfe von Symbolen, Formeln, Gleichungen, Tabellen, 
Diagrammen, graphischen Darstellungen, Skizzen, Simulationen 
veranschaulichen (NK8).  
3.  
Allgemeine 
Kom-
petenzen 
(AK)* 
 
…  Informationsquellen erschließen und nutzen (AK1).  
…  Texte analysieren und interpretieren (AK2). 
…  Informationen gezielt auswählen, Kernaussagen erkennen und diese 
mit dem erworbenen Wissen verknüpfen (AK3). 
…  systematisieren und kategorisieren (AK4). 
…  moderne Medien und Technologien nutzen, z.B. zur Dokumentation, 
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zur Analyse, zum Messen, zum Berechnen, zur Modellbildung, zur 
Simulation (AK5). 
… Probleme sachgerecht analysieren und Lösungsstrategien entwickeln 
(AK6). 
4. Kommuni-
kation (K)* 
 
 
 
 
…  verständlich, übersichtlich und strukturiert darstellen und diskutieren 
(K1). 
… ihre Darstellungen auf das Wesentliche reduzieren (K2). 
… Sprache, auch Fachsprache, angemessen verwenden (K3). 
… Materialien sachgerecht und kritisch auswählen und zielorientiert 
einsetzen (K4).  
…sich in Prüfungssituationen angemessen mitteilen, z.B. mit Hilfe 
geeigneter Präsentationsformen, mit Hilfe angemessener Reaktionen auf 
Nachfragen und Einwände in Prüfungsgesprächen (K5). 
5. Reflexion 
(R)* 
 
…  Aussagen aus unterschiedlichen Perspektiven und 
Sachzusammenhängen betrachten und auf der Grundlage von 
Fachkenntnissen sachgerecht bewerten (R1). 
… die Stellung des Menschen im System, seine Beziehungen zur Umwelt 
sowie seine besondere Rolle auf der Grundlage biologischer Erkenntnisse 
kritisch reflektieren (R2).  
… die Bedeutung biologischer Erkenntnisse für das eigene Leben 
darstellen (R3). 
… naturwissenschaftliche Aussagen in Beziehung zu Alltagvorstellungen 
setzen (R4). 
… wichtige Forschungsergebnisse vor ihrem geschichtlichen Hintergrund 
darstellen (R5). 
… ökonomische und technologische Anwendungen biologischer Verfahren 
darstellen und erörtern (R6). 
… Tragweite, Grenzen und gesellschaftliche Relevanz 
biowissenschaftlicher Erkenntnisse und Methoden reflektieren und 
bewerten (R7). 
…  technische Anwendungen und wirtschaftliche Nutzungen 
naturwissenschaftlicher Erkenntnisse unter Gesichtspunkten der 
nachhaltigen Entwicklung beurteilen (R8). 
… Einflüsse biologischer Erkenntnisse auf das Weltbild des Menschen 
reflektieren (R9). 
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